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1.1 A CFTR élettani és kórélettani szerepe 
„Jaj annak a gyermeknek, aki homlokon csókolva sósnak találtatik. El van átkozva 
és hamarosan meg kell halnia.” – tartotta az észak-európai népi hiedelem. A kórképet 
később, annak első klinikai alaposságú leírója, a hasnyálmirigy önemésztése miatt 
keletkező ciszták és kiterjedt, progresszív fibrotikus elváltozása után a pancreas cisztás 
fibrózisának (CF) nevezte el [1]. Azonban a betegségben nemcsak a hasnyálmirigy, 
hanem az összes, de különösképpen a magas fehérje tartalmú szekrétumot előállító, 
exokrin szerv érintett. A CF hátterében a hámrétegek só-víz transzportfolyamatainak a 
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) anioncsatorna 
funkcióvesztéssel járó mutációi következtében megbomló egyensúlya áll: a besűrűsödő 
szekrétum elzárja a lumeneket, ami a szervek működési zavarát, és hosszútávon azok 
károsodását okozza [2-7]. A betegséget ezért, főleg az európai szakirodalomban, 
mucoviscidosisnak is nevezik. Visszatérő tüdőfertőzések, bronchiectasia és a kis légutak 
elzáródása, a hasnyálmirigy önemésztése következtében emésztési zavarok, majd a β-
sejtek pusztulását követően diabetes, a máj biliáris cirrhosisa, újszülöttekben meconium 
ileus, valamint infertilitás [8, 9] képezik a legsúlyosabb tüneteket. A verejték sótartalma 
megemelkedett – 60 mM-nál magasabb verejték klorid koncentráció diagnosztikus CF-re 
[6] –, emiatt fokozott verejtékelválasztás esetén a CF-es betegek hypotoniásan 
dehidratálódnak. A betegek várható élettartama a javuló tüneti kezelések ellenére sem éri 
el a 40 évet. A leggyakoribb halálok a fertőzések következtében kialakuló légzési 
elégtelenség. A CF az észak-európai népek leszármazottai körében a leggyakoribb 
örökletes betegség, incidenciája Európában és Észak-Amerikában ~ 1:3000-hez, míg a 
világ többi részén ennél jóval alacsonyabb (pl. Japánban 1:350 000-hez) [8]. Klasszikus 
mendeli autoszómális recesszív öröklődésmenetet mutat. A CFTR génnek eddig több 
mint 2000 mutációja ismert, amelyből számos CF-hez vezet [10]. A betegséget okozó 
mutációk a fehérje funkciójára gyakorolt hatásaik alapján négy osztályba sorolhatók: a 
fehérjeszintézist, a fehérjeérést, a kapuzást, illetve a permeációt megzavarókra. Ez az 
elkülönítés azonban nem éles: pl. a hibás alléloknak az északi népek körében mintegy 
70%-át kitevő mutáció, az 508-as pozícióban található fenilalanin deléciója, egyrészt 




CFTR fehérjének ~3%-a kijut a membránba, de sérült kapuzású csatornákat alkot [12-
14]. Az első két osztályra általánosságban jellemző, hogy hasnyálmirigy elégtelenséggel 
járó súlyosabb lefolyású kórképhez vezetnek, míg a második két osztályba tartozó 
mutációk gyakran enyhébb lefolyású betegséget okoznak, megtartott hasnyálmirigy 
működéssel [4]. 
A CFTR-nek nem csak az alul-, hanem a túlműködése is betegséghez, fokozott 
elektrolit tarnszporttal járó szekréciós hasmenéshez vezet, amely a fejlődő országokban a 
mai napig jelentős problémát okoz, és a gyermekek halálozásának vezető okai közé 
sorolható [15-17]. A kórképet rendszerint a vékonybélkripták sejtjeinek szekréciós 
aktivitását fokozó bakteriális toxinok okozzák. A gram negatív Vibrio cholerae toxinja a 
heterotrimer G-fehérjék αs alegységét adenozin-difoszfát(ADP)-ribozilálja. Az ADP-
ribóz kötés megakadályozza a G-fehérjék saját, aktív élettartamukat korlátozó, guanozin-
5'-trifoszfatáz aktivitását, és így folyamatosan aktívan tartják az adenilát-cikláz enzimet. 
A tartósan megemelkedő intracelluláris 3'-5'-ciklikus-adenozin-monofoszfát (cAMP) 
szint aktiválja a protein kináz A-t (PKA), amely a CFTR-t foszforilálva fokozza annak 
ioncsatorna aktivitását [4, 18]. Az enterotoxikus Escherichia coli egyik hőlabilis 
enterotoxinja (LT-I) szerkezeti homológiát mutat a kolera toxinjával, és ennek 
megfelelően hasonló patomechanizmussal okoz szekréciós hasmenést [19]. A CFTR gén 
mutációinak kiugróan magas incidenciája alapján felmerül, hogy a heterozigóta 
tünetmentes hordozók csökkent klorid transzport kapacitása esetleg szelekciós előnyt 
jelenthet ezen kórképekkel szemben [20, 21]. 
1.2 A CFTR szerkezete és működése 
A CF-es betegekben károsodott gént 1989-ben klónozták [22], és az általa kódolt 
CFTR fehérjét szekvencia homológia alapján az ABC fehérjék családjába sorolták. Több 
mint 2000 ismert tagjával ez az egyik legnépesebb membránfehérje család. A humán 
genomban megtalálható 48 ABC fehérje [23] hét alcsaládba (ABC-A ... -G) osztható [24]. 
Nevüket a jellegzetes és erősen konzervált nukleotidkötő doménjeik (nucleotide binding 
domain, NBD), az ú.n. adenozin-trifoszfát (ATP) kötő kazetták (ATP binding casette, 
ABC) után kapták. A minden ABC fehérjében megtalálható NBD doménekhez változatos 
szerkezetű és funkciójú effektor domének tartozhatnak. Az ABC-E és -F fehérjék effektor 




funkció szabályozása ("ABC enzimek") [25-29], a fehérjecsalád többi tagjai viszont 
elsődleges aktív transzporterek. Doménfelépítésük moduláris szerkezetet mutat: minden 
ABC transzporter két NBD-t és két transzmembrán domént (TMD) tartalmaz, de ez az 
együttes különböző számú polipeptid láncból épülhet össze, mint például négy önálló 
doménból, két TMD-NBD párból (homodimer vagy homológ felekből felépülő 
heterodimer), vagy egyetlen polipeptidláncból. A prokariótákban kettő vagy négy, 
eukariótákban egy vagy kettő fehérjelánc a jellemző. Egyes esetekben a négy "kanonikus" 
domént további regulációs vagy szubsztrátkötő domének egészítik ki. Az ABC fehérjék 
a sejtmembránban és – a mitokondrium és a kloroplaszt kivételével – az organellumok 
membránjaiban is úgy helyezkednek el, hogy az NBD-ik a membrán citoplazmatikus 
oldalán találhatók. A szubsztrát transzlokációs utat alkotó TMD-k 
konformációváltozásait az NBD-kben zajló ATP kötési/hasítási ciklus hajtja [30-34]. 
A szubsztrát mozgásának irányától függően az ABC transzporterek két családra 
oszthatók: importerekre és exporterekre. Az importerek csak prokariótákban találhatók 
meg, ezek táplálékfelvételének elengedhetetlen transzporterei. Jól definiált 
szubsztrátkötőhelyük szelektív a transzportálandó molekulára nézve. A legrészletesebben 
tanulmányozott szerkezetű ABC fehérje a maltóz importer [35-40]. Az exporterek 
prokariótákban és eukariótákban is megtalálhatók. Változatos feladatokat ellátó fehérjék, 
amelyek valószínűleg nem tartalmaznak jól körülhatárolható szubsztrátkötőhelyet, mert 
sokféle molekulát szállíthatnak, és egy részük nem csak a citoszolból, de a membrán belső 
rétegéből is felveheti szubsztrátját [31, 33]. 
A CFTR az ABC fehérjék C alcsaládjába tartozó 1480 aminosavból álló integráns 
glikoprotein, amely az ABC fehérjékre jellemző tipikus topológiával rendelkezik. Az 
egyetlen peptidláncra felfűzött két TMD-NBD felet egyedi, csak a CFTR-re jellemző, 
regulációs domén (R-domén) kapcsolja össze (1. ábra), amely protein kinázok számára 
felismerhető foszforilációs helyeket tartalmaz. A többi ABC transzportertől eltérően a 
CFTR TMD-i a membrán teljes szélességét átérő anionokra szelektív pórust alkotnak, 
amely nyitott állapotában lehetővé teszi a permeábilis ionok passzív diffúzióját 






1. ábra: A CFTR topológiai felépítése 
Az ABC transzporterekre jellemző doménfelépítésnek megfelelően a CFTR két – TMD-ből (TMD1 
és TMD2, szürke) és ahhoz C-terminálisan kapcsolódó NBD-ből (NBD1, zöld; NBD2, kék) felépülő – homológ 
felét az egyedi regulációs domén (R-domén, rózsaszín) kapcsolja össze. Mindkét TMD-t hat transzmembrán 
α-hélix alkotja, közöttük két intracelluláris hurok (lila) található. 
1.2.1 A nukleotidkötő domének szerkezete 
Bár jelenleg még nem áll rendelkezésünkre nagy felbontású CFTR 
kristályszerkezet, de a különböző fajokból és ABC fehérjékből származó NBD-k 
nagyfokú szekvencia és szerkezeti homológiája [41-44] lehetővé teszi a CFTR NBD-k 
szerkezetének modellezését. 
A fehérjecsalád névét adó [45, 46] "ATP-kötő kazetta" egy katalitikus és egy α-
helikális aldoménből áll. A katalitikus aldomén szerkezetileg homológ más P-hurok 
ATP-ázokkal [47], mint a RecA-val [48, 49] és az F1-ATPáz α és β alegységeivel [50]. 
Lelke egy parallel és egy antiparallel β-lemez által közrefogott α-hélix N-terminális végén 
elhelyezkedő P-hurok, amely a nukleotid foszfátcsoportjainak kötéséért felelős 
legfontosabb szekvenciát, a Walker A motívumot (GXXXXGKS/T, ahol X bármilyen 
aminosav) [51] (2. és 3. ábrák, piros) tartalmazza. Ezen aminosavak α-, valamint a lizin 
oldallánc ε-nitrogén atomjai hidrogén hidakon keresztül koordinálják a nukleotid β és γ 
foszfátjait, biztosítva a γ foszfát megfelelő térbeli elhelyezkedését. A Walker A 
motívumtól N-terminálisan elhelyezkedő A-hurokban lévő konzervált aromás aminosav 
(Y/W) (2. és 3. ábrák, lila) és a kötött nukleotid purin bázisának delokalizált 
elektronrendszerei között fellépő stabilizáló kölcsönhatás szintén hozzájárul a 
nukleotidkötés stabilitásához. Ez a nem-specifikus π-π interakció egyúttal magyarázhatja 






2. ábra: Humán CFTR NBD szekvenciáinak összehasonlítása 
A humán CFTR NBD1 (389-670-es aminosavak, felső sorok) és NBD2 (1208-1435-ös aminosavak, 
alsó sorok) összehasonlítása az ATP kötést és hidrolízist meghatározó konszenzus szekvenciák kiemelésével. 
Megfigyelhetők az NBD1 signature szekvenciájának és az NBD2 Walker motívumainak nem kanonikus 
aminosavai. 
katalitikus aldomén parallel β-lemezében található a szintén konzervált Walker B 
szekvencia (ФФФФDE, ahol Ф hidrofób aminosav) [51] (2. és 3. ábrák, sötétkék), 
amelynek konzervált aszpartátja a hidrolitikus aktivitáshoz nélkülözhetetlen magnézium 
iont koordinálja. Az ATP kötés hatására az α-helikális aldomén 15-30°-os rotáció révén 
a katalitikus aldomén felé közeledik ("induced fit"). Ennek következtében a Q- (2. és 3. 
ábrák, barna) és a H-hurkok (2. és 3. ábrák, cián) konzervált glutamin, illetve hisztidin 
oldalláncai az ATP γ-foszfátjának közelébe kerülnek. Az α-helikális aldomén tartalmazza 
az ABC fehérjék egyedi ismertetőjegyének számító konzervált signature szekvenciát, 
vagy más néven C-hurkot (LSGGQR/K) (2. és 3. ábrák, narancssárga), amely a 
nukleotid-kötőhelytől távol helyezkedik el. 
ABC enzimekből [53-55] és ABC transzporterekből [56-59] származó NBD 
domének ATP jelenlétében stabil dimereket képeznek. E dimer szerkezetekben két 






3. ábra: CFTR NBD1-NBD2 heterodimerjének szerkezeti modellje 
Staphylococcus aureus baktérium adenozin 5′-(β,γ-imido)-trifoszfát (AMP-PNP) Na+ sóját kötő 
Sav1866 ABC exporterének kristályszerkezete alapján [60] (Protein Data Bank azonosítószám: 2HYD) épített 
humán CFTR homológiamodell NBD1-NBD2 heterodimere [61] a plazmamembrán síkja felől nézve. Alsó 
kompozit ATP-kötőhely az 1-es, a felső a 2-es. NBD1 zöld, NBD2 kék, AMP-PNP sárga, Na+ ionok (a Mg2+ 
ionok helyén) rószaszín, Walker A motívum piros (NBD1 K464, NBD2 K1250 oldalláncai pálcikák), Waker B 
motívum sötétkék (NBD1 D572 és S573, NBD2 D1370 és E1371 oldalláncai pálcikák), signature szekvencia 
narancssárga (NBD1 S459, NBD2 S1347 oldalláncai pálcikák), A-hurok lila (NBD1 W401, NBD2 Y1219 
oldalláncai pálcikák), Q-hurok barna (NBD1 Q493, NBD2 Q1291 oldalláncai pálcikák), H-hurok cián (NBD1 
S605, NBD2 H1402 oldalláncai pálcikák), D-hurok fekete. 
NBD signature szekvenciája alkotnak. E negyedleges szerkezet élettani jelentőségét 
funkcionális vizsgálatok [62-66] és teljes ABC fehérje szerkezetek [60, 67-70] támasztják 
alá. A dimerben a signature szekvencia konzervált szerinjének β-oxigénje és a második 
glicin α-nitrogénje hidrogén hidakat létesít a szemben kötött ATP γ-foszfátjával. A 
signature szekvencia tehát a szemközti NBD által kötött nukleotid γ foszfát szenzorának 
is tekinthető, és mutációi gátolják a hidrolitikus aktivitást [62]. Az NBD dimer 




molekuláris mechanizmussal magyarázható. Az általános bázis-katalizált hidrolízis 
elmélet szerint, a Walker B szekvencia C-terminális végén található glutamát, mint 
katalitikus karboxilát, negatív töltésével polarizálja a β és γ foszfátok közötti savanhidrid 
kötést támadó víz molekulát [71]. A másik elképzelés a szubsztrát-asszisztált katalízis, 
amely szerint a víz molekulát a γ foszfát negatív töltése polarizálja [72]. A hidrolízist 
követően a nukleotidkötő zsebben maradó végtermék ADP kevésbé stabilizálja az NBD 
szerkezetet. Ennek következtében az aldomének ATP-indukálta záródása fellazul, a 
foszfát ion ledisszociál kötőhelyéről, és az NBD dimer szétesik. 
Az NBD-k a Q-hurok és a signature szekvencia közötti variábilis szakaszukon 
keresztül lépnek kapcsolatba a TMD-k "csatoló hélix"-eivel (lásd 1.2.2. fejezet). 
Feltehetően e régión keresztül terjednek át az NBD-k konformációs mozgásai a TMD-
kre. A CFTR NBD1 doménjének ezen szakaszában található az 508-as fenilalanin, 
amelynek deléciója – a több száz ismert CF mutáció közül – egyedül felelős a betegségek 
közel 90%-áért [73]. 
Az aszimmetrikus ABC fehérjéknek, többek között a CFTR-t is tartalmazó ABC-
C alcsalád tagjainak, két kompozit nukleotid-kötőhelye nem egyenértékű: az egyik 
kötőhely, az azt alkotó Walker B és signature szekvenciák nem kanonikus mutációi 
következtében degenerálódott, és csökkent katalitikus aktivitással rendelkezik, vagy el is 
vesztette azt [74-81]. A CFTR esetében az NBD2 Walker motívumai és az NBD1 
signature szekvenciája által alkotott "2-es kötőhely" a kanonikus, katalitikusan aktív 
kötőhely [141]. Az NBD1 Walker B glutamátját egy szerin helyettesíti, és az NBD2 
signature szekvenciája is degenerált (LSHGHK) (2. és 3. ábrák), így az általuk alkotott 
"1-es kötőhely" inaktív [82, 83]. 
A CFTR NBD1 szerkezete [84-86] nagyon hasonló a többi transzporterből ismert 
szerkezetekhez, azonban a tipikus motívumok mellett tartalmaz két egyedi szekvencia 
szakaszt is: az N-terminális vége közelében, az első két -redő között, egy egyedi 
beékelődést (regulációs beékelődés, regulatory insertion, RI; 405-436-as aminosavak)  
(2. ábra, zöld) és a kanonikus C-terminálist követő hélix-loop-hélix motívumot 
(regulációs toldalék, regulatory extension, RE, 639-670-es aminosavak) (2. ábra, 
rózsaszín). E szakaszok nevüket a bennük található PKA-szubsztrát szerinek (S422, 
illetve S660 és S670) után kapták, amelyek feltételezett foszforilációja hatással lehet 




1.2.2 A transzmembrán domének szerkezete 
Az ABC exporterek TMD-i (4. A-B ábra, TMD1 sötétszürke, TMD2 
világosszürke) általában hat-hat transzmembrán α-hélixet tartalmaznak, amelyek a 
plazmamembránban dimert képezve közrefogják a szubsztrát transzlokációs útvonalat. 
Dimerizációjuk részeként egy-egy intracelluláris hurkuk keresztezi egymást és a 
fehérjelánc átellenes felében található NBD-vel érintkezik (domain swapping). Így 
mindkét TMD mindkét NBD-vel összeköttetésben áll. Az intracelluláris hurkok rövid α-
helikális szakaszaikon, az ún. csatoló hélixeken (4. A-B ábra, lila) keresztül érzékelik az 
NBD-k konformációváltozásait és továbbítják azokat a TMD-k felé. Az NBD1 az első 
(TMD1) és a negyedik (TMD2), az NBD2 a második (TMD1) és harmadik (TMD2) 
citoszolikus hurkok csatoló hélixeivel áll kapcsolatban [60, 69, 70, 87-95]. 
A transzporterek konformációs ciklusa során a TMD-k befele és kifele néző 
állapotok között alternálnak, biztosítva a szubsztrátkötőhely váltakozó elérhetőségét a 
membrán két oldala felől, de egyszerre mindig csak az egyik kompartment irányából [96]. 
ABC exporterek "apo" állapotában az intracelluláris oldal felé nyitott kötőhely nagy 
affinitással köti a szubsztrátot, majd az NBD-k ATP kötésére bekövetkező dimerizációja 
a TMD-k konformációját kifele nézőbe fordítja át. A kifele nyitott konformációban a 
kötőhely affinitása alacsony, és a szubsztrát disszociál. Ezt követően az NBD dimer 
szétesik, és a TMD-k visszatérnek kiindulási állapotukba. A ciklikus működés 
egyirányúságát az ATP hidrolízise biztosítja (4. C ábra) [30, 31, 33, 34, 81, 97-99]. A 
transzport sebességét a fehérje konformációváltozási ciklusának időtartama limitálja. A 
fehérjék konformációváltozásai a ms-os időskálán zajlanak, így a transzporterek tipikus 
átviteli sebessége ~102 - 104 s-1 [100]. Az ABC transzporterek transzportciklusához 
szorosan kapcsolt katalitikus aktivitásuk. Ezek mért értékei (katalitikus sebességi állandó, 
kcat) alapján (P-glikoprotein: 9.2 s
-1 [101]; BmrC/BmrD: 4.7 s-1 [102]; TAP: 5 s
-1 [103]) 
feltételezhető, hogy e transzporterek szubsztrát átviteli sebessége jóval kisebb. 
A CFTR két, hat-hat transzmembrán α-hélixet tartalmazó, TMD-jének 
pszeudoszimmetrikus dimere anionszelekív ioncsatorna pórust képez a membránban. A 
nyitott póruson keresztüli passzív ionvándorlás sebessége független a fehérje lassú 
konformációváltozásainak időtartamától, az az átjárható, nyitott konformációban töltött 






4. ábra: ABC transzporterek szerkezete és működése 
A, Thermotoga maritima baktériumból származó TM287/288 heterodimer ABC exporter 
kristályszerkezete [87] (Protein Data Bank azonosítószám: 3QF4). Az aszimmetrikus NBD-k csak a nem kanonikus 
kötőhelyen kötnek AMP-PNP-t. Az NBD dimer az 1-es kötőhely körül részlegesen, a 2-es kötőhely körül teljesen 
szétnyílt. A csatoló hélixek egymástól távol helyezkednek el, TMD-k befele néző konformációban állnak. 
B, Staphylococcus aureus baktérium Sav1866 homodimer ABC exporterének kristályszerkezete [60] 
(Protein Data Bank azonosítószám: 2HYD). A szoros dimert alkotó NBD-k érintkezési felülete két AMP-PNP-t zár 
magába. A csatoló hélixek egymáshoz közelebb helyezkednek el, a TMD-k kifele néző konformációban állnak. 
A-B, TMD1 sötétszürke, TMD2 világosszürke, csatoló hélixek lilák, NBD1 zöld, NBD2 kék, AMP-PNP 
sárga. Mindkét szerkezetben jól látható az intracelluláris hurkok kereszteződése (domain swapping). 
C, A szubsztrát (sötétzöld kör) az intracelluláris oldal fele néző TMD-k (szürke téglalapok) nagy affinitású 
kötőhelyéhez kötődik (bal oldali függőleges nyíl), majd a TMD-k kifelé nyitott konformációba billennek át (felső 
vízszintes nyíl). A kifele nyitott TMD-k alacsony affinitású kötőhelyéről a szubsztrát disszociál (jobb oldali 
függőleges nyíl), majd a TMD-k visszabillennek befele nyitott "nyugalmi" konformációjukba (alsó vízszintes nyíl). 
Az elsődleges aktív transzporterekre jellemzően, a konformációs ciklus egyirányúságát nagy energiájú kémiai 
kötés hidrolízise szolgáltatja (középen: ATP sárga kör, ADP piros). A TM287/288 krisztályszerkezet a bal, a 




elektrokémiai gradiensük irányában. Így az átviteli sebesség a 106 ion/s nagyságrendet is 
elérheti. A különböző ABC transzporterek között konzerválódott molekuláris 
mechanizmus alapján feltételezhető, hogy a kapuzási ciklusa során a CFTR hasonló 
konformációváltozásokon megy keresztül, mint az ABC transzporterek szubsztrát 
transzlokációs ciklusaik alatt. A CFTR-rel rokon bakteriális ABC exporterek 
kristályszerkezeteiben a szeparált NBD-k befele (4. A ábra), míg a dimerizált NBD-k 
kifele (4. B ábra) néző TMD-kel társulnak. Mivel azonban a CFTR-ben a dimer 
kialakulása a pórus megnyílásához, szétesése pedig annak záródásához kapcsolt (lásd 
1.2.4 fejezet), feltételezhető, hogy a CFTR pórusának zárt szerkezete a befele, nyitott 
szerkezete a kifele néző TMD konformációval analóg. A CFTR tehát valószínűleg egy 
ősi ABC transzporterből fejlődött ioncsatornává, a citoszolikus kapu elvesztése révén 
[100, 104, 105]. 
A pórust alkotó pozíciók azonosítására a behelyettesített cisztein elérhetőségi 
módszer (substituted-cysteine accessibility method, SCAM) alkalmas: a vizsgálni kívánt 
pozícióba célzott mutációval bevitt cisztein oldallánc tiol-reaktív reagensekkel (pl. 
metántioszulfonátok, MTS) történő módosíthatósága azonosítja a fehérje vízzel érintkező 
felületén elhelyezkedő pozíciókat [106]. A CFTR transzmembrán (TM) α-hélixeinek 
szisztematikus SCAM vizsgálatai négy hélix (TM1, TM6, TM11 és TM12) pórusalkotó 
szerepét igazolták. A pórus zárt állapotában intra- vagy extracellulárisan alkalmazott 
MTS reagensek egy tágas belső (5. és 6. A, B, C ábrák, sötétkék aminosavak) [107-115] 
és egy szűkebb külső (5. és 6. A, B, C ábrák, piros és rózsaszín aminosavak) [108, 111, 
113, 116-119] vesztibulumot azonosítottak. A kettő között a csatorna pórusa beszűkül: az 
ott elhelyezett cisztein oldalláncok csak lassabban, vagy egyáltalán nem, érhetők el a 
viszonylag nagy méretű MTS reagensekkel. A négy pórusképző TM α-hélixnek e 
szűkület határaira eső pozícióiba páronként bevitt ciszteinek (K95C/I344C, 
K95C/S1141C, I344C/S1141C) réz-(II)-o-phenanthrolinnal vagy Cd2+-mal keresztbe 
köthetők [120-122], bizonyítva, hogy a hélixek ezen szakaszai a csatornában valóban egy 
magasságban helyezkedhetnek el. A TM6 hélixnek a szűkületre eső szakaszában 
elhelyezett ciszteinek a citoszolikusan alkalmazott permeábilis tiol-reaktív auro-cianáttal 
a csatorna csukott állapotában is elérhetők egészen az I344-es [115] (vagy S341-es [108]) 
pozícióig. Ugyanakkor az S341-es pozíció különböző MTS reagensekkel kívülről is 






5. ábra: A CFTR pórust alkotó TM α-hélixek pozícióinak elérhetősége intra- és extracellulárisan 
alkalmazott MTS reagensekkel. 
A vizsgált, de MTS reagensekkel el nem érhető pozíciókban található aminosavak feketék, az 
extracelluláris oldal felől elérhető pozíciókban lévők pirosak. Az intracelluláris oldal felől elérhető pozíciók 
közül sötétkékek a csatorna zárt állapotában is elérhetők, világoskékek a csak nyitott állapotában elérhetők; 
ez utóbbiak közül azok, amelyek az extracelluláris oldal felől is elérhetőek rózsaszínek. A topológai térkép 
színkódolása megegyezik az 1. ábráéval: plazmamembrán sárga, TMD-k szürkék, intracelluláris hurkok lilák, 
NBD1 zöld, NBD2 kék, R-domén rózsaszín. 
ATP által vezérelt kapuja a 341-344-es pozíciók magasságában lehet. A szűkület 
megnyílásakor az intracelluláris vesztibulum mélyebb részén található pozíciók is 
gyorsabban hozzáférhetővé válnak (5. és 6. D, E, F ábrák, világoskék aminosavak) [109, 
110, 112, 113] egészen a zárt állapotban kívülről is elérhető pozíciókig (5. és 6. D, E, F 
ábrák, rózsaszín aminosavak) [108, 111, 114]. 
Az intra- (K98, R303, R353) [120, 123] és extracelluláris (R104, R117, R334, 
K335) [124, 125] vesztibulumok pozitív töltésű aminosavainak elektrosztatikus hatása 
megnöveli az anionok lokális koncentrációját a csatorna átviteli sebességét meghatározó 






6. ábra: A SCAM kísérletek eredményeinek összefoglalása bakteriális ABC transzporter 
szerkezetek alapján épített humán CFTR homológiamodellek TMD-in 
CFTR homológiamodellek [61] (A, B és C) a CFTR csatorna zárt konformációjával analóg, befele 
néző TM287/288 heterodimer ABC exporter [87] (Protein Data Bank azonosítószám: 3QF4) (4. A ábra), 
valamint (D, E és F) a CFTR nyitott konformációjának megfeleltethető Sav1866 homodimer ABC exporter 
[60] (Protein Data Bank azonosítószám: 2HYD) (4. B ábra), kristályszerkezetei alapján. Nézetek: a 
plazmamembrán síkjából (A és D), az extracelluláris oldal felől (B és E), illetve az NBD-k eltávolítása után az 
intracelluláris oldal felől (C és F). Az NBD-kben kötött AMP-PNP sárga, az intracelluláris hurkok 
csatolóhélixei lilák. A TMD-k 1., 6., 11. és 12. TM α-hélixeinek SCAM módszerrel vizsgált szakaszai kiemelve 
láthatók. Az MTS reagensekkel el nem érhető aminosavak gerincei fekete szalagok. Az elérhető pozíciók 
(térkitöltő ábrázolás) színezése: az extracelluláris oldal felől elérhető pozíciók, piros; az intracelluláris oldal 
felől a zárt állapotban is elérhetők, sötétkék; a csak nyitott állapotban elérhetők, világoskék; utóbbiak közül 




Ca2+ -szelektív csatornák rendkívüli diszkriminációs képességéhez [127] képest, a CFTR, 
a többi anioncsatornához hasonlóan [128], csak kis mértékben szelektál a különböző 
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) összehasonlítása alapján a 
szelektivitás az ún. liotróp szelektáló filter mechanizmussal magyarázható [134], amelyet 
az anion és hidrátburka, illetve az anion és a „filterben” lévő kötőhelye közötti kötési 
energiák viszonya határoz meg. A "kozmotróp" anionok nehezen veszítik el 
hidrátburkukat és ez gátolja őket abban, hogy beléphessenek a szűk „filterbe” (kicsi 
permeabilitás, pl. F -). A "liotróp" anionok hidratációs energiája kicsi, ezek könnyen 
dehidratálódnak, így a többi aniont megelőzve (kiszorítva) léphetnek be a filterbe (nagy 
permeabilitás, pl. SCN
 -
). Ez utóbbi ionok azonban gyakran nehezebben disszociálnak le 
a kötőhelyről, „beragadnak” a pórusba, így saját vezetőképességük kicsi, és gátolják a 




) [130]. Az evolúció során az anioncsatornák 
szelekciós mechanizmusa a sejt leggyakoribb anionjának, a közepesen liotróp klorid 
ionnak leghatékonyabb átjuttatására optimalizálódott. 
1.2.3 A regulációs domén és a foszforilációfüggő szabályozás 
Az élő sejtek millimoláros citoszolikus ATP koncentrációja jóval meghaladja a 
csatorna ATP iránti látszólagos affinitását (lásd 1.2.4 fejezet), így az ATP nem lehet 
fiziológiás szabályozó tényezője a CFTR kapuzásának. Az ABC transzporterekben az 
NBD-k ATP hasítási ciklusát a transzport szubsztrát TMD-khez történő kötődése 
indukálja [32]. A CFTR esetében ezt a funkciót az NBD1 és TMD2 közé beékelt, ~200 
aminosavból álló, regulációs (R) domén tölti be. Az R-domén nem mutat szekvencia 
homológiát semmilyen eddig ismert fehérjével, és feltehetőleg nem rendelkezik jól 
definiálható harmadlagos szerkezettel [135]. Mintegy 650-550 millió éve a csatorna 
funkció megjelenésével közel egy időben alakulhatott ki intron szekvenciákból. 
Szekvenciájának túlnyomó részén nem érvényesült erős szelekciós nyomás, azonban a 
benne található többségében dibázikus (R/K,R/K,X,S) PKA felismerési konszenzus 




A csatorna aktivitásának előfeltétele az R-domén konszenzus szerinjeinek 
foszforilációja [52, 137-142]. A PKA által in vitro foszforilálható nyolc szerinből [142, 
143] eddig hatról bizonyították, hogy in vivo is foszforilálódik [144]. Az egyes 
foszforilációs helyek funkcionális szempontból redundánsak (egy vagy néhány szerin 
alaninra történő cseréje nem okoz látványos csökkenést a csatorna aktivitásban) [144-
146], ugyanakkor nagy számuk biztosítja a precíz szabályozás lehetőségét: a csatornák 
nyitvatartási valószínűsége (open probability, Po) a foszforiláció sztöchiometriájával 
nagyjából arányosan növekszik [99]. A foszforiláció következtében megváltozik a domén 
szerkezete (csökken az α-helikális tartalom [147, 148]) és a poliakrilamid géleken 
tapasztalható mobilitása [142]. 
In vitro körülmények között a PKA mellett számos más szerin/treonin kináz is 
foszforilálja az R domént, mint például a protein kináz C [137, 143, 149, 150], protein 
kináz G [143, 149, 151], a Ca2+-kalmodulin dependens protein kináz [143] és az 
adenozin-monofoszfát(AMP)-aktivált protein kináz [152-155], azonban ezek élettani 
szerepe a csatorna kapuzásának szabályozásában a mai napig nem egyértelműen 
tisztázott. 
Izolált membrános mérésekben a PKA elvonását követően a CFTR csatornák 
aktivitása gyorsan csökken, majd egy alacsonyabb szinten stabilizálódik. Az R-domén 
membrán-kötött protein foszfatázok (PP) általi részleges defoszforilációjának köszönhető 
[156] Po csökkenés, a nyitott események átlagos élettartamának felére rövidülését, és a 
zárt események hosszának kétszeresére nyúlását tükrözi [140, 157-159]. A legtöbb izolált 
membrán rendszerben ez a részlegesen defoszforilált állapot több tíz percen keresztül igen 
stabil marad [52, 140]. Valószínűleg, mint ahogy a konszenzus szekvenciákban lévő 
szerinek sem egyformán jó szubsztrátjai a különböző kinázoknak, a foszfoszerineket sem 
egyforma sebességgel defoszforilálják a PP-k. 
A CFTR aktivitása összességében az R-domén foszforilált szerinjeinek számával 
[142, 150] vagy a foszforilálható szerinek helyére bevitt stabil negatív töltések (aszpartát 
[146] vagy glutamát [160]) számával arányosan fokozódik. Azonban a foszfoszerinek 
hatása csak részben utánozható bevitt stabil negatív töltésekkel, mert az ilyen mutáns 
csatornák maximális Po-ja jelentős mértékben elmarad a foszforilált vad típusú (wild type, 
WT) csatornákétól. Az S737A és az S768A CFTR mutánsok PKA iránti érzékenysége 




hatással van a csatorna aktivitására [142, 154, 161]. Ezt a két szerint in vitro körülmények 
között foszforilálja az AMP-aktivált protein kináz, ami magyarázhatja ennek a kináznak 
a CFTR aktivitását gátló hatását [153, 154]. Tehát az R-domén foszforilációja a negatív 
töltések felszaporodásából fakadó elektrosztatikus hatásnál komplexebb mechanizmussal 
szabályozza a csatorna működését. 
Prefoszforilált WT CFTR csatornák exogén, foszforilálatlan R-domén peptiddel 
gátolhatók, és ez a gátló hatás az exogén R-domén foszforilációjával megszüntethető 
[162]. A CFTR TMD1-NBD1 és TMD2-NBD2 fehérjeláncainak koexpressziójával 
előállított "vágott" ΔR CFTR csatornák foszforiláció hiányában is közel fele akkora 
maximális Po-val kapuznak, mint a foszforilált WT CFTR csatornák [140, 163, 164]. A 
ΔR CFTR csatornák aktivitása gátolható foszforilálatlan [163], viszont kis mértékben 
fokozható prefoszforilált [165, 166], exogén R-domén peptid alkalmazásával. Hasonló 
koexpressziós kísérletek alapján az NBD1 RI és RE szakaszainak eltávolítása nem 
befolyásolja a CFTR kapuzásának szigorú foszforiláció-függését [141]. Tehát a CFTR 
csatorna aktivitás foszforiláció-függésének hátterében elsősorban a foszforilálatlan R 
domén kapuzásra kifejtett gátló, és csak kisebb mértékben, a foszforilált R domén 
stimuláló hatása áll. 
A protein kináz vagy foszfatáz kezelés hatására a CFTR kapuzási kinetikája és 
katalitikus aktivitása párhuzamosan változnak [167], de az NBD-k ATP iránti affinitása 
független az R-domén foszforiláció fokától [83, 168]. A foszforilálatlan R-domén tehát 
nem az ATP kötés megakadályozásával vagy a kapuzási és az NBD dimerizációs ciklus 
szétkapcsolásával fejti ki hatását, hanem az ATP kötést követő, a pórus megnyílásához 
vezető, NBD dimerizációs lépést (részletekért lásd az 1.2.4 fejezetet) gátolja. A TMD-k 
konformációváltozásainak és az NBD-k dimerizációs ciklusának szoros kapcsoltsága 
miatt, a csatorna aktivitásának ez a gátlása a TMD-k vagy az NBD-k szintjén, de akár 
párhuzamosan mindkét helyen is megvalósulhat. Alacsony felbontású 
krioelektronmikroszkópos szerkezet valószínűsíti, hogy a CFTR defoszforilált 
állapotában az R-domén a citoszolikus doménektől egészen a TMD-kig felnyúlik [169]. 
Az izolált R-domén helikális szakaszain keresztül kapcsolódik az NBD1-hez, mely 
kapcsolat a helikális szakaszok foszforilációt követő letekeredésével megszűnik [148, 
170]. A fehérjelánc kettévágása az R-domén és a TMD2 között a nem-foszforilált 




nem-foszforilált R-domén és a TM7 hélix kovalens kapcsoltsága fontos a zárt állapot 
stabilizálása szempontjából. Az R-domén foszforilációja mindenesetre jelentősen 
csökkenti a nyitott és a zárt állapotok közötti szabadentalpia különbséget, lehetővé téve 
az ATP-függő kapuzási ciklus megindulását. 
1.2.4 Az ATP-függő kapuzási ciklus 
A CFTR csatornák ATP koncentráció függvényében ábrázolt relatív árama a 
Michaelis-Menten kinetikát követi, 50 µM körüli látszólagos affinitással [158, 171-173]. 
A telítési ATP koncentráció jelenlétében kapuzó egyetlen csatorna áramának mérésekor 
megfigyelhető nyitott és zárt események időtartamainak eloszlásait maximum likelihood 
módszerrel illesztve legalább egy nyitott (open, O) és két, egymástól jól elkülönülő, zárt 
állapot azonosítható: a hosszabb (zárt, closed, C) a másodperces, míg a rövidebb 
(blokkolt, blocked, B) a 10 ms-os nagyságrendbe esik. Ezek alapján a CFTR kapuzása 
első közelítésben leírható a három állapotú  C ⇋ O ⇋ B modellel [158, 171, 173]. 
Az O és a B állapotok közötti sebességi állandók (rOB és rBO) függetlenek az ATP 
koncentrációtól, és mivel jelentősen gyorsabbak, mint az rOC, ezért a hosszú élettartamú 
C állapotból megnyílt csatorna, mielőtt visszatérne a C állapotba, tipikusan néhányszor 
az O és a rövid élettartamú B állapotok között ugrál. Ez a folyamat, az ATP-vezérelt 
"lassú kapuzástól" független "gyors kapuzás", melynek mechanizmusa eddig tisztázatlan. 
A csak rövid zárt események által megszakított nyitott események sorozatát burst-nek, a 
hosszú zárt eseményeket interburst-nek nevezzük. A CFTR ATP-függő "lassú 
kapuzásán" tehát a burst és interburst események váltakozását értjük [158, 171, 173]. 
Ezért az ATP-függő lassú kapu nyitási sebességi állandóját az átlagos interburst-hossz 
reciprokaként (1 τib⁄ ), zárási sebességi állandóját pedig az átlagos burst-hossz 
reciprokaként (1 τb⁄ ) definiáljuk [158, 171, 173]. 
Az egyedi csatornák steady-state kapuzásakor megfigyelhető átlagos burst-hossz 
ATP koncentráció független [140, 158, 171-173]. Mivel a CFTR csatornák ATP 
hiányában elhanyagolható sebességgel nyílnak meg [158, 174, 175], ezért makroszkópos 
CFTR áram ATP hirtelen elvonását követő lecsengésének időállandója szintén az átlagos 
burst-hosszt tükrözi, de nulla szabad ATP koncentráció mellett. Ez az érték megegyezik 




hosszak valóban függetlenek az ATP koncentrációtól, azaz, hogy a burst időtartama alatt 
az ATP-kötőhelyek nem hozzáférhetőek. 
A lassú kapu nyitási sebessége az ATP koncentráció függvénye, és egyedül felelős 
a nyitvatartási valószínűség ATP koncentráció függéséért. A kötött ATP-k β- és γ-
foszfátjait stabilizáló Walker A lizinek bármelyikének mutációja (1-es kötőhely: K464A; 
2-es kötőhely: K1250A), vagy a katalitikusan aktív 2-es kötőhelyen a magnézium iont 
koordináló Walker B aszpartát mutációja (D1370N), csökkenti az ATP látszólagos 
affinitását: vagyis bármelyik kötőhely ATP telítettsége a csatorna megnyílása 
szempontjából sebességmeghatározóvá tehető. Tehát a csatorna hatékony megnyílásának 
előfeltétele mindkét kötőhely ATP kötése [158]. 
Mivel a nyitási sebesség nem lineáris, hanem telíthető (hiperbolikus) függvénye 
az ATP koncentrációnak, a pórus megnyílása nem lehet az ATP kötés közvetlen 
következménye [83]. Nukleotid bázisukban eltérő nukleotid analógok (ATP, GTP, ITP, 
UTP, CTP) különböző maximális nyitási sebességet biztosítanak [52, 83, 158], ami arra 
utal, hogy a nyitási konformációváltozás telítési körülmények között sebesség-
meghatározó lépésének a nukleotid kötését követően kell történnie. E lépés sebessége 
szempontjából a nukleotidok bázis természeténél is jelentősebb a pirofoszfát lánc pontos 
szerkezete, mert a perturbált pirofoszfát lánccal rendelkező nukleotidok (AMP-PNP, 
AMP-PCP, ATPγS) elenyésző maximális nyitási sebességet biztosítanak [158]. 
A foszforiltranszfert katalizáló enzimekben a szervetlen foszfát analógok, mint 
például a vanadát (VO4
3-) [176, 177] vagy a berilium-trifluorid (BeF3) [178], az ATP 
disztális savanhidrid kötésének hidrolízisét követően a nukleotid-kötőhelyen 
visszamaradó ADP-hez kötődnek, és a katalizis átmeneti állapotára hasonlító szerkezetet 
stabilizálnak. Az ATP jelenlétében kapuzó WT CFTR citoszolikus felszínén alkalmazott 
VO4
3-
 vagy BeF3 az ATPáz ciklust az ATP hasítás átmeneti állapotában megakasztva a 
csatornát annak nyitott állapotában stabilizálja ("nyitvarekeszti") [83, 171, 179]. Hasonló 
eredménnyel jár ATP és egy nem hidrolizálható nukleotid analóg – AMP-PNP [83, 157, 
158, 171, 180] vagy pirofoszfát [171, 181, 182] – együttes alkalmazása is. Ezek szerint 
az ATP hasítási és a kapuzási ciklus kapcsoltságban áll egymással, és az ATP hidrolízise 
a csatorna bezáródását segíti elő. 
A CFTR két NBD-je nem csak aminosav szekvenciájukban (az NBD1 Walker 




hanem funkcionálisan is különböznek egymástól, mert a 32P-t tartalmazó fotoreaktív 
8-azido-ATP analógokkal végzett keresztkötéses kísérletekben eltérő módon jelölődnek. 
Alacsony, 5 µM-os, koncentrációban alkalmazott 8-azido-[α32P]-ATP-vel csak az NBD1 
jelölhető. VO4
3-
 párhuzamos alkalmazása az inkubáció során jelölhetővé teszi az NBD2-
t, valamint mérsékelten fokozza az NBD1 jelölhetőségét [183]. Magasabb, 20-100 µM-
os 8-azido-[α32P]-ATP-vel már VO4
3-
 nélkül is jelölhetővé válik az NBD2 [82, 184]. De 
míg az NBD1-hez kötött nukleotid ténylegesen ATP marad, addig az NBD2-höz kötött 
nukleotid elhidrolizál, ugyanis 8-azido-[γ32P]-ATP-vel csak az előbbi kötőhely jelölhető 
[82, 83]. Továbbá, míg az NBD2-ből könnyen kimosható a radioaktív izotóppal jelölt 
ligand, addig az NBD1 többszöri mosást követően is megtartja, és csak igen lassan, több 
perces időállandóval ( = 15 ± 2 min), veszíti el a kötött 8-azido-[α32P]-ATP-t. Ez az 
időállandó nagyságrendekkel hosszabb a 8-azido-[α32P]-ATP-ben kapuzó CFTR csatorna 
ciklusidejénél (b + ib) [83]. Az ABC fehérjék konzervált NBD-inek hidrolitikus 
aktivitása a pirofoszfát láncot stabilizáló Walker A lizin [185, 186], a magnézium iont 
koordináló Walker B aszpartát [185, 187, 188], vagy a katalitikus karboxilátként szolgáló 
Walker B glutamát [65, 66, 189] oldallánc mutációival nagy mértékben lassítható vagy 
megszüntethető. A CFTR esetében az NBD2 e pozícióinak mutációi (K1250A, D1370N 
és E1371S/Q) – a VO4
3-
-hoz és a nem hidrolizálható ATP analógokhoz hasonlóan – 
nyitvarekesztik a csatornát, míg az NBD1 homológ pozícióiban elhelyezett mutációk 
(K464A, D572N és S573E) nincsenek hatással a burst-hosszra [158]. Ezen biokémiai és 
elektrofiziológiai kísérletek alapján megállapítható, hogy az 1-es kötőhely stabilan köti 
az ATP-t, anélkül hogy elhidrolizálná azt, valamint, hogy e kötőhely nukleotid-kötött 
állapotának élettartama túlságosan hosszú ahhoz, hogy megfeleltethető legyen a CFTR 
fiziológiás kapuzási ciklusának egyes állapotaival. A kapuzási konformációváltozások 
tehát a 2-es kötőhely gyors hidrolitikus ciklusához kötöttek. 
ATP és VO4
3-
 vagy BeF3 együttes alkalmazása esetén a WT Mdl1p bakteriális 
ABC transzporter (az eukarióta sejtek antigénfeldolgozásában szerepet játszó TAP 
bakteriális homológja) NBD-i ATP koncentráció-függő módon stabil dimert alkotnak 
[66]. A Walker B glutamát mutációi miatt hidrolitikus aktivitásukat elvesztett bakteriális 
ABC domének (MJ0796/E171Q, MJ1217/E179Q [65], Mdl1p/E599Q [66], GlcV/E166Q 
[58]) ATP jelenlétében szintén stabil dimereket alkotnak, amelyeket a dimer érintkezési 




mutációi (E1371S/Q) a csatornát nyitvarekesztik, valószínűsíthető volt, hogy a dimerizált 
NBD szerkezet megfeleltethető a CFTR nyitott konformációjának. 
A CFTR NBD2 Walker-A treoninjével (T1246) és az NBD1 signature 
szekvenciájától C-terminálisan található argininnel (R555) homológ aminosavak 
oldalláncai az ATP-t kötött NBD dimer kristályszerkezetekben hidrogén hidat alkotnak, 
amelyekben az arginin hidrogén donorként, míg a szerin vagy treonin hidrogén 
akceptorként szolgál [56, 57]. Az ABC fehérjék evolúciója során e pozíciók aminosavai 
nem egymástól függetlenül, hanem közös evolúciós nyomás alatt fejlődtek: a konzervált 
hidrogén híd megőrzése érdekében hosszabb hidrogén donor oldallánccal (arginin) 
szemben általában rövidebb oldalláncú akceptor (szerin vagy treonin), míg rövidebb 
hidrogén donor oldallánccal (lizin) szemben hosszabb oldalláncú akceptor (aszpartát) 
található [190]. 
A donor és akceptor atomok optimális távolságának megzavarása – akár a donor 
oldallánc rövidítésével (R555K), akár az akceptor oldallánc meghosszabbításával 
(T1246N) – megakadályozza a hidrogén híd kialakulását, az R555K-T1246N dupla 
mutánsban azonban a donor és akceptor atomok optimális távolsága helyreáll, lehetővé 
téve a hidrogén híd kialakítását. Ezen CFTR mutációk ATP-függő kapuzásra kifejtett 
hatásainak a termodinamikai mutáns ciklus módszerrel (lásd 3.3.4 fejezet) történő 
elemzése igazolta, hogy az 555-ös és 1246-os oldalláncok a csatorna zárt állapotában nem 
érintkeznek, nyitott állapotában viszont hidrogén híd kapcsolja őket össze, amely már az 
átmeneti állapotban kialakul [190]. Ezek a kísérletek tehát igazolták, hogy a CFTR zárt 
pórusa disszociált, nyitott pórusa pedig dimerizált NBD konformációval társul, amit 
további független kísérletes megközelítések is megerősítettek. A NBD-k érintkezési 
felszínein elhelyezett cisztein oldalláncok a csatorna nyitott állapotában nem, csak zárt 
állapotában elérhetők MTS-reagensek számára [191]. A 2-es kötőhely szemközti 
felszínein elhelyezett szulfhidril csoportok (S549C, S1248C) Cu(II)(o-fenantrolin)2-nal 
történő keresztkötése nyitott állapotba rekeszti a csatornát [192]. A CFTR nyitási 
lépésének átmeneti állapotát igen magas aktivációs entrópia jellemzi, amit a dimerizáló 
NBD-k érintkezési felszíneiről kiszoruló rendezett hirdátburkok megbomlása 
magyarázhat [193]. 
Az egyes fehérje régiók elmozdulásának időbeli sorrendjét összehasonlítva a 




feltérképezhető. Az elmozdulási sorrendek meghatározása azon alapul, hogy – 
amennyiben a kapuzás mechanizmusa egyensúlyi – a fehérje molekula korán elmozduló 
régióinak mutációi elsősorban a nyitási, a későn elmozdulókéi a záródási sebességet 
befolyásolják [194-196]. Az egyensúlyi kapuzást mutató, nem-hidrolitikus D1370N 
mutáns háttérkonstrukcióban végzett kinetikai elemzések szerint a nyitási átmeneti 
állapotban a 2-es kötőhely Walker A motívumának 1246-os treoninja már befejezte 
mozgását, a második csatoló hélix 275-ös tirozinja éppen mozgásban van, a TM6 hélix 
348-as metioninja azonban még nem mozdult el [197]. Ezek alapján egy a citoszolikus 
oldal felől az extracelluláris oldal felé terjedő konformációs hullám rajzolódik ki. Az 
átmeneti állapotban – a korábban ismertetettekkel egybevágóan – az NBD dimer ugyan 
már kialakult, de a pórus még zárva van. A CFTR lassú nyitási sebességét okozó kiugróan 
magas aktivációs szabadentalpia [193] az NBD és TMD doméneket összekötő, az 
átmeneti állapotban éppen mozgásban lévő, csatoló hélixekben ébredő molekuláris 
feszülésként értelmezhető. 
A nyitott CFTR záródása két egymástól eltérő útvonalon keresztül mehet végbe 
(7. B ábra). Az egyik lehetőség az NBD dimer spontán disszociációja, amikor a csatorna 
záródása (k-1 sebességi állandó) a megnyílással azonos kinetikai útvonalon, de azzal 
ellentétes irányban lejátszódó folyamat. Ebben az esetben a zárt (C1) és nyitott (O1) 
állapotok egymással termodinamikai egyensúlyra törekszenek. Ezt a törekvést zavarja 
meg a másik útvonal, amely két egymást követő irreverzibilis lépés láncolata. A nyitott 
csatornában a 2-es kötőhelyen bezárt ATP hidrolízise (O1 → O2) destabilizálja az NBD 
dimert, és ezzel gyorsítja a dimer szétesését (O2 → C2). Ilyenkor a csatorna a megnyílástól 
független, attól eltérő kinetikai útvonalon keresztül záródik be. A kétféle záródás 
gyakoriságának arányát a prehidrolitikus dimer disszociációjának és a hidrolízis 
sebességének viszonya határozza meg. 
Miután az ATP hidrolízis sebességéhez képest (kkat(CFTR) = 0.5-1 s
-1 [167]) az igen 
stabil prehidrolitikus NBD dimer spontán disszociációja lassú folyamat, várható hogy 
steady-state körülmények között a WT CFTR csatorna a termodinamikai egyensúlytól 
távol kapuzik. Ezt valószínűsítik, hogy a CFTR kapuzásának ciklusideje közel 
megegyezik a biokémiai mérésekben meghatározott ATPáz aktivitással [167], továbbá, 
hogy alacsony frekvencián szűrt CFTR áram regisztrátumokon a burst-ökön belül két 






7. ábra: WT CFTR csatornák burst eloszlása igazolja a ciklikus kapuzási sémát [159] 
A, 2 mM ATP-ben kapuzó egyedi WT CFTR csatorna reprezentatív árama (fent) és 1441 burst 
esemény időtartamainak eloszlását szemléltető hisztogram. A kapott eloszlás egyensúlyi (B panel, 1-es 
séma), illetve ciklikus (B panel, 2-es séma; k-1 nullára rögzítve) modell szerinti maximum likelihood 
illesztéseinek eredményét a pontozott kék, illetve folytonos piros görbe szemlélteti. A ciklikus modell 
illesztett paraméterei piros számokkal feltüntetve. 
B, Az A panelen vizsgált burst-hossz eloszlás maximum likelihood illesztéséhez használt egyensúlyi 
(1-es séma, kék pontozott vonallal bekeretezve) és ciklikus kapuzási modell (2-es séma) sematikus ábrája, 
amely megkülönbözteti a 2-es kötőhelyben ATP-t (C1 és O1 állapotok, felső sor) és ADP-t (C2 és O2 állapotok, 
alsó sor) kötő zárt és nyitott állapotokat. Sárga, plazmamembrán; szürke, TMD-k; zöld, NBD1; kék, NBD2; 
sárga, ATP; piros, ADP. 
szabályait megsértve szigorúan egyféle sorrendben követik egymást; a kétféle nyitott 
konformáció közötti átmenet szorosan kapcsolt a 2-es kötőhelyben kötött ATP 
hidrolíziséhez [198, 199]. A lineáris, egyensúlyi és a ciklikus, nem egyensúlyi kapuzási 
modellek egyértelműen elkülöníthetők egyedi csatornás mérések burst analízisével, azaz 
a burst-hosszok eloszlásának a különböző, feltételezett kapuzási modellekkel történő 
maximum likelihood illesztésével [200, 201] (lásd 3.3.3 fejezet). 
A WT CFTR kapuzásának egyensúlyi C ⇋ O modellje (7. B ábra, kék pontozott 
vonallal bekeretezve) [202, 203] egyszerű exponenciális burst-hossz eloszlást (7. A ábra, 
kék szaggatott vonal), míg az irreverzibilis, ciklikus kapuzási modell (7. B ábra) két 




(7. A ábra, piros folytonos vonal). Az utóbbi modell szignifikánsan jobban illeszkedik a 
WT CFTR csatornák burst eloszlására [159], és az illesztés segítségével becsülhetők a k1 
és k2 sebességi állandók. A k-1 sebességi állandó hozzávetőleges becslésére alkalmas 
modellt kínálnak az ATP hidrolízisre képtelen mutánsok. A különböző nem-hidrolitikus 
mutánsok makroszkópos záródási sebességei ugyan jelentős mértékben eltérhetnek 
egymástól (0.03-0.5 s-1), azonban mindenképpen lényegesen kissebbek a hidrolitikus 
útvonal O1  O2 lépésének sebességénél (k1~4 s
-1) (7. A ábra). Ezek alapján a WT CFTR 
burst-jeinek túlnyomó többsége ATP hidrolízissel végződik. 
Bizonyos mutációkról és farmakológiai modulátorokról feltételezik, hogy 
megbonthatják a hidrolitikus és kapuzási ciklusok WT csatornákban fennálló 
kapcsoltságát. A K464A mutáció a k1 sebességi állandó csökkentésével és a k-1 állandó 
növelésével kb. 20%-ra, a nem-hidrolitikus mutációk (k1 = 0) pedig 0%-ra, csökkentik a 
hidrolízissel végződő burst-ök arányát [159]. Továbbá, a W401F mutációról [182] és az 
ivacaftorról [204] is leírták, hogy ATP koncentráció-függő módon a burst-ök 
meghosszabbodásához vezethetnek. Ennek alapján feltételezték, hogy ezen esetekben a 
2-es kötőhelyen a hidrolízis végtermék ADP újabb ATP-re történő kicserelődése a pórus 
bezáródása nélkül is végbemehet ("reentry ciklus"), így egy burst alatt több mint egy ATP 
molekula kötése és hidrolízise is lehetséges [205]. 
A biokémiai mérésekből ismert [82, 83] ATP-kötőhelyek közti különbségek eltérő 
affinitású ATP analógok (N6-(2-feniletil)-adenozin-trifoszfát (P-ATP) vs. ATP) 
kicserélődési sebességeinek elektrofiziológiai nyomonkövetésével is megerősítést 
nyertek [206]. A nagy affinitású P-ATP analóg gyorsítja a nyitási, és csökkenti a záródási 
sebességet, azonban a kádoldat ATP-jének hirtelen P-ATP-re történő kicserélésekor e két 
hatás eltérő időállandóval jelenik meg. A nyitási sebesség a nukleotidok kicserélését 
követően azonnal megnő, valószínűleg a 2-es kötőhelyen történő gyors nukleotid 
kicserélődés következtében. A burst-ök megnyúlása azonban csak ~50 másodperces 
késéssel észlelhető. Ez a késés valószínűleg a degenerált 1-es kötőhely lassabb nukleotid 
cseréjét tükrözi. Az 1-es kötőhelyen kötött nukleotid e lassú kicserélődésének sebességét 
nem csak az NBD1 A-hurok konzervált aromás oldalláncának, hanem a kompozit 
kötőhely másik felét alkotó NBD2 signature szekvenciájának mutációi is befolyásolják. 
Miután ez utóbbi motívum csak a zárt dimerben lép kölcsönhatásba az ott kötött 




nyílik szét, és az 1-es kötőhely számos kapuzási cikluson keresztül intakt, zárt állapotban 
marad. Ezt az elképzelést alátámasztja az 1-es kötőhely szemközti felszínein található 
aminosavak kölcsönhatási energiáinak változatlansága is a kapuzási ciklus során [207]. 
Ugyanakkor a degenerált kötőhely valamiképpen mégis szerepet kell hogy játszon a 
kapuzás energetikájában, tekintettel arra, hogy különféle perturbációi – pl. a K464A 
mutáció vagy P-ATP kötődése ATP helyett (lásd fent), illetve az NBD2 signature 
szekvencia mutációi – jelentős hatással vannak a kapuzás kinetikájára. 
A WT CFTR csatornák az ATP-vezérelt kapuzási ciklus mellett rendkívül ritkán 
ATP hiányában is megnyílnak [158, 174, 175]. Ennek a "spontán" kapuzásnak egyelőre 
ismeretlen a molekuláris mechanizmusa. A folyamat megértése több szempontból is 
jelentős lenne. Egyrészt, amennyiben a spontán nyitások az NBD dimer kialakulásától 
függetlenül jönnek létre, ez alátámasztaná a szoros NBD-TMD csatolást megkérdőjelező 
ú.n. "allosztérikus" kapuzási modelleket, amelyek csak energetikai csatolást feltételeznek 
ezen domének mozgásai között [208, 209]. Másrészt, a viszonylag gyakori G551D CF 
mutáció következtében a csatornáknak csak ez a spontán kapuzása maradt meg [210], 
amit a terápiásan alkalmazott ivacaftor drog [211, 212] – csakúgy, mint a WT [204] és 
számos más CF-t okozó mutációt tartalmazó [213] csatorna esetében az ATP-függő 
kapuzást is – jelentős mértékben stimulál [214]. A spontán kapuzás vizsgálatát eddig 
korlátozta annak elenyészően alacsony nyitvatartási valószínűsége, amely túl alacsony 
ahhoz, hogy megbízhatóan mérhető legyen. Azonban egyes pontmutációk, mint pl. a 
TM6 hélix intracelluláris határán elhelyezkedő 355-ös prolin és a harmadik intracelluláris 
hurokban (a TM8 és TM9 hélixek között) található 978-as lizin mutációi (P355A és 
K978C) [215, 216] nemcsak jelentős mértékben növelik a csatornák spontán aktivitását, 





2.1 A spontán pórusnyitások mechanizmusának vizsgálata 
A WT CFTR csatornák, az ATP-vezérelt kapuzási ciklus mellett, rendkívül ritkán 
ATP hiányában is megnyílnak [175] (8. a ábra). Azonban az ennek hátterében álló 
molekuláris mechanizmus ismeretlen. Kísérleteink elsődleges célja volt meghatározni, 
hogy ezen spontán megnyílások, az ATP-függő aktivitáshoz hasonlóan, az NBD-k 
dimerizációjához kapcsoltak, vagy attól független események (8. b ábra). 
2.2 A degenerált ATP-kötőhely kapuzáshoz kapcsolt konformációváltozásainak 
vizsgálata 
Annak ellenére, hogy az 1-es ATP-kötőhely érintkezési felszínei feltételezhetően 
számos kapuzási cikluson keresztül zárva maradnak [206, 207], e kötőhely valamiképpen 
mégis szerepet kell hogy játszon a kapuzás energetikájában, mert perturbációi jelentős 
mértékben befolyásolják azt. Az 1-es kötőhely NBD1 felőli oldalán elhelyezett K464A 
mutációról részletesen ismert, hogyan befolyásolja a kapuzás kinetikáját [159]. Azonban 
a kötőhely másik oldalát alkotó NBD2 signature szekvenciában elhelyezett H1348A 
mutációnak (13. B-D ábra) [207], illetve a kötőhelybe zárt ligand szerkezeti 
perturbációjának (P-ATP, ATP helyett) (12. E-G ábra) [206], záródást lassító 
mechanizmusai ismeretlenek. Célunk volt, hogy betekintést nyerjünk ezen két utóbbi 
perturbációnak a csatorna energetikájára kifejtett hatásaiba, és ezeken keresztül 






3.1 Molekuláris biológia 
A humán WT CFTR-t pGEMHE bakteriális vektorba klónoztuk [217]. A 
szükséges pontmutációkat a Stratagene QuikChange kit-tel, a forgalmazói előírásokat 
követve hoztuk létre. Az elkészített konstruktok genetikai kódját teljes szekvenálással 
(LGC Genomics) ellenőriztük. A plazmidokat Nhe1 restrikciós endonukleázzal 
linearizáltuk, majd in vitro transzkripcióval (Ambion, mMessage mMachine Kit, T7 
polimeráz (Applied Biosystems)) állítottunk elő cRNS-t, amit felhasználásig -80 oC-on 
tároltunk. 
3.2 Elektrofiziológia 
3.2.1 Xenopus laevis petesejtek preparálása és injektálása 
A mérésekhez felhasznált petesejteket Dél-Afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) 
petefészek-lebenyéből kollagenázos (Gibco Collagenase Type I) emésztéssel izoláltuk 
[217]. Az izolált petesejteket 82 mM NaCl-t, 2 mM KCl-t, 1 mM MgCl2-t, 5 mM HEPES-
t (pH NaOH-val 7.5-re beállítva), 1.8 mM CaCl2-t és 50 µg/ml gentamicin-szulfátot 
tartalmazó béka-Ringer oldatban 18ºC-on tároltuk. Az egyedi-csatornás vagy 
makroszkópos méréseknek megfelelő expressziós szint eléréséhez a petesejteket 0.1-10 
ng CFTR cRNS-sel injektáltuk, és a méréseket 1-3 napos 18 ºC-os inkubáció után 
végeztünk. 
3.2.2 Izolált membrános inside-out patch clamp mérések 
A petesejtek membrán ioncsatorna áramait a sejthártya és az 1.5-4 MΩ ellenállású 
boroszilikát kapilláris közötti több száz GΩ-os ellenállás kialakulása után kiszakított 
membránfoltokból vezettük el. A pipetta oldat 136 mM N-metil-D-glukamin(NMDG)-
kloridot, 2 mM MgCl2-t és 5 mM HEPES-t tartalmazott (pH NMDG-vel 7.4-re beállítva). 
A patch pipetta hegyét, a membránfolt kiszakítását követően, a folyamatosan áramló 




t és 0.5 mM EGTA-t (pH NMDG-vel 7.1-re beállítva) tartalmazott. A K978C mutácót 
tartalmazó mérésekhez, a cisztein oxidációját megelőzendő, a kádoldatot további 3 mM 
ditiotreitollal egészítettük ki. A 2 mM, vagy a K1250A mutációt tartalmazó csatornák 
esetében 10 mM MgATP-t (Sigma-Aldrich) tartalmazó oldatokat a -20 oC-on tárolt 400 
mM-os vizes törzsoldat (pH NMDG-vel 7.1-re beállítva) hígításával állítottuk elő. A 
P-ATP Na+ sójának 10 mM-os vizes törzsoldatát (Biolog LSI) -80 oC-on tároltuk és 10 
M-os, vagy a K1250A mutáns esetében 50 M-os végkoncentrációban alkalmaztuk. A 
mérések megkezdésekor a CFTR csatornákat a citoszolikus felszínen alkalmazott 300 
nM, marha szívből származó PKA katalitikus alegységének (Sigma-Aldrich) egy-két 
perces alkalmazásával foszforiláltuk. A kináz elvonását követően a csatornák részlegesen 
defoszforilálódnak, és ez az állapot azután több tíz percen keresztül stabil marad [140]. 
Kísérleteinket ezeken a részlegesen defoszforilált csatornákon végeztük. Számítógép-
vezérelt szelepek (Heka) segítségével 20-50 ms-os időállandóval tudtuk megváltoztatni a 
kádoldat összetételét. Méréseinket 25 ± 1 oC-on végeztük. Az áramokat 2 kHz-en szűrtük 
(Axopatch 200B, Molecular Devices) és 10 kHz-en digitalizáltuk (Digidata 1322A, 
Pclamp10, Molecular Devices). Az egyedi-csatornás méréseket +80 mV-os pipetta 
potenciálon (Vm = -80 mV) mértük. Mivel a CFTR kapuzása közel független az 
alkalmazott feszültségtől [218], a makroszkópos áramokat -20 és -80 mV közötti 
membránpotenciálokon mértük. 
A P355A-K978C CFTR csatornák makroszkópos áramai esetén az alapvonal 
megállapítására a kádoldat klorid tartalmát több alkalommal, rövid időre glükonáttal 
helyettesítettük (8. c ábra, piros sávok). Ilyen körülmények között -80 mV-on nem 
észlelhető CFTR áram (9. ábra, feszültség-áram függvény). A spontán aktivitás kinetikai 
elemzését néhány aktív csatornát tartalmazó membránfoltokon végeztük. A 
membránfoltokban található aktív csatornák számának megállapítására a teszt periódus 
előtt és után ~2.5 perc időtartamokra 2 mM ATP-t alkalmaztunk, ami magas nyitvatartási 
valószínűséget eredményezett (10. és 11. ábrák; Po ATP jelenlétében). Mivel az 1-es 
kötőhely ATP elvonást követően lassabban veszíti el kötött nukleotidját, a ~5 perc 
időtartamú tesztszakasz első 1-1.5 percét nem használtuk fel kinetikai elemzésre. Az 





3.3.1 Makroszkópos mérések kiértékelése 
3.3.1.1 Áramlecsengések exponenciális illesztése 
A makroszkópos záródási sebességet az ilyen áram nukleotid elvonását követő 
lecsengési időállandójának inverzeként definiáltuk, és egyszerű exponenciális 
illesztésével (nem-lineáris legkisebb négyzetek módszere, pClamp10) határoztuk meg. A 
nem-hidrolitikus mutációkat (K1250A vagy E1371S) tartalmazó csatornák nukleotid 







τ2). Az ilyen esetekben két burst populáció 
párhuzamos jelenléte feltételezhető, amelyek átlagos burst-hossza (*), a τ* = 
τ1∙τ2
(A1∙τ2+A2∙τ1)





3.3.1.2 Feszültség-áram diagramok illesztése a Goldman-Hodgkin-Katz egyenlettel 
Az aszimmetrikus ionkörnyezetben -80 és +80 mV között mért, +80 mV-ra 



















), z az ion 
értékűsége, F a Faraday-állandó (96 500 
Q
mol
), Vm a membránpotenciál (V), R az 
egyetemes gázállandó (8.314 
J
mol∙K
), T az abszolút hőmérséklet (K), [G]i az 
intracellulárisan alkalmazott gükonát koncentrációja (
mol
l
), [Cl]o az extracellulárisan 
alkalmazott klorid koncentrációja (
mol
l





3.3.1.3 Koncentráció-hatás diagramok illesztése a Michaelis-Menten egyenlettel 







, ahol [L] a ligand koncentrációja, 
I[L]
Imax
 az adott ligand 
koncentráció által kiváltott relatív áram és K a ligand látszólagos affinitása. 
3.3.2 Steady-state mikroszkópikus mérések kinetikai elemzése 
Az elemzendő szakaszokat 50 Hz-es szűrés és alapvonal korrekció után 
félamplitúdó módszerrel idealizáltuk, azaz előállítottuk a kapuzási események időben 
rendezett listáját, amelyben egy "eseményt" egy adott vezetési szinten megszakítás nélkül 
eltöltött periódus jelent, és az esemény során egyidejűleg nyitva tartó csatornák száma 
("vezetési szint", level, l) és időtartama (t, time) jellemez; egy k számú eseményt 
tartalmazó eseménylista formája: l1,t1; l2,t2; l3,t3 ..... lk,tk. Ezen eseménylistából számoltuk 





 összefüggés alapján, ahol N a 
membránfoltban jelenlevő aktív csatornák száma és T az elemzett szakasz teljes 
időtartama. Mivel a regisztrátumokon jól elkülöníthető egy rövid (~10 ms) és egy hosszú 
(>1 s) élettartamú zárt esemény populáció, a kapuzási kinetikai parmétereket a zárt-
nyitott-blokkolt (C-O-B) kapuzási séma illesztésével határoztuk meg. E célból az egyes 
vezetési szintekhez tartozó események időtartamainak hisztogramjait együttesen 
illesztettük a fenti sémához maximum likelihood módszerrel: a 6 ms-nál rövidebb 
események ki lettek zárva az elemzésből, hogy a szűrő holtideje ne torzítsa az illesztést. 
A kapott rCO, rOC, rOB, és rBO mikroszkópikus sebességi állandókból az átlagos burst- és 






) és τib = 
1
rCO
 összefüggések alapján határozhatók 






 formában definiáltuk. 
3.3.3 Egyedi-csatornás mérések burst időtartam eloszlásainak elemzése 
A több csatornát tartalmazó steady-state mikroszkópos mérések csak a burst-ök 
átlagos időtartamáról nyújtanak információt, az időtartamok eloszlásáról azonban nem. 




Egyetlen aktív csatorna áramregisztrátumából származó eseménylistákban a Jackson és 
munkatársainak módszerével [219] definiált küszöb értéknél (”cutoff”) rövidebb zárt 
eseményeket kitöröltük, azaz az ilyen események és az azokat körülvevő nyitott 
események időtartamait egyetlen nyitott eseménybe olvasztottuk. Az ilyen módszerrel 
elkülönített burst-ök tartózkodási idő eloszlásait egyszerű exponenciális (19. A-B ábra, 
kék pontozott vonalak) eloszlással vagy a 19. C ábrán látható ciklikus modellel (19. A-B 
ábra, piros folytonos vonalak; k-1 0-ra rögzítve) illesztettük, a maximum likelihood 
módszerrel [200]. A 12 ms-nál rövidebb eseményeket kizártuk az elemzésből. A burst-
hossz eloszlásoknak a két illesztett modell szerinti valószínűség sűrűség 
függvényei:  f(k,t) = k∙e-k∙t és f(k1,k2,t) = (
k1∙k2
k2-k1
) ∙(e-k1∙t-e-k2∙t). A két modellnek a 
kísérletes eredményekre való illeszkedését a log-likelihood ratio teszt segítségével 
hasonlítottuk össze [201]. 
3.3.4 Termodinamikai mutáns ciklus analízis 
A kiválasztott pozíció párok kölcsönhatási energiáiban a kapuzási ciklus egyes 
lépései során bekövetkező változásokat mutáns ciklus analízis segítségével vizsgáltuk. 
Egy fehérje A és B állapotai közötti konformációváltozás során az X és Y aminosavak 
közötti energetikai kapcsoltságot (kölcsönhatási energia változást, ΔΔGint) úgy 
definiáljuk, mint a mutáns ciklus két párhuzamos oldalán, azaz az X és X’ hátterekben, a 
fehérje B állapotának A állapotához képesti stabilitásában az Y → Y’ mutáció hatására 
bekövetkező változások (ΔΔG) különbségét. Pl.: 
0 (X'Y X'Y') 0 (XY XY') 0 (XY' X'Y') 0 (XY X'Y)
int B A B A B A B AG G G G G
   
           
Ha az A és B állapotok a fehérje stabil alapállapotai, akkor a B állapotnak az A 
állapothoz viszonyított relatív stabilitása az egyensúlyi állandóból (Keq) mint 
0
B AG Tlnk K   eq  számítható (ahol k a Boltzmann állandó, T az abszolút hőmérséklet), 
így 
 0 (X'Y X'Y') 0 (X'Y') 0 (X'Y)B A B A B AG G G Tln (X 'Y ') / (X 'Y)k K K

        eq eq , és 
 0 (XY XY') 0 (XY') 0 (XY)B A B A B AG G G Tln (XY ') / (XY)k K K





Ioncsatornák esetében ilyen stabil alapállapotok lehetnek a zárt és a nyitott 




 (11. h ábra). 
A→T‡→B, konformációváltozás során, ahol T‡ az átmeneti állapot, az X és az Y 
csoportok közötti kapcsoltságban az AT‡ átmenet során bekövetkező változásai is 
vizsgálhatók. Ilyenkor a mutációknak az aktivációs szabadentalpiagát magasságára 
kifejtett hatásai a reakciósebességi állandók relatív változásaiból, az egyensúlyi állandó 
esetében látottakkal analóg módon, számolhatók: 
 0 (X'Y X'Y')T AG Tln (X 'Y ') / (X 'Y)k r r

   AB AB , és 
 0 (XY XY')T AG Tln (XY ') / (XY)k r r

   AB AB , 
ahol a rAB az A és B állapotok közötti sebességi állandó, pl., ioncsatornák esetében 
a nyitási (rCO) és zárási (rOC) sebességi állandók. Az energetikai kapcsoltság ebben az 
esetben az egyik pozíció mutációjának az aktivációs szabadentalpiagát magasságára a 
mutáns ciklus két párhuzamos oldalán kifejtett hatásainak különbsége (11. i-j ábra). 
A ΔΔG értékeket átlag ± standard hiba (standard error of the mean, SEM) 
formában adtuk meg. A Go értékek esetén a SEM a következőképpen határozható meg. 
A G értékek két független valószínűségi változó, u és v,  Tln G k u v  alakú 
függvényei, ahol u és v két szerkezetileg különböző csatorna egy adott kapuzási 
paramétere (Keq, rCO, vagy rOC). Feltételezve, hogy u és v normál eloszlásúak m (mu, mv) 
átlaggal és 2 ( 2
u , 
2
v ) varianciával, az  ln u v  varianciája az alábbiak szerint 
számolható: 
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Ezen integrálok analitikus formában nem állíthatók elő, de az  ln u v  és  2ln u v  
függvények az (mu, mv) vektor körül hatványsorba fejthetők. A másodrendű közelítő 
függvényeket behelyettesítve az integrálás elvégezhető, és a következő közelítést adja: 
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A másodrendű közelítések mindaddig elfogadhatóak, amíg σu << mu és σv << mv; 
x=0.2mx és y=0.2my esetén az  ln u v  varianciájának fenti közelítése még viszonylag 
pontos, így a  0B-Avar G  értékeket ezzel becsültük. Mivel az egyes csatorna párokon 
elvégzett kísérletek páronként hasonló számúak voltak (pl., nXY  nXY'), a SEM 
számításához azok átlagát használtuk.    0 (XY XY') 0 (XY XY')B A B ASEM G var G / n     , 
ahol  XY XY' / 2n n n  . 
Az energetikai kapcsoltság varianciáját az alábbiak szerint számoltuk: 
     0 (X 'Y X'Y ') 0 (XY XY')int B A B Avar G var G var G       . Mivel a ciklus négy sarkát 
alkotó csatorna konstrukciókon közel azonos számban végeztük el a kísérleteket (nXY  
nXY'  nX'Y  nX'Y'), az energetikai kapcsoltság SEM értékét az alábbiak szerint számoltuk: 
   int intSEM G var G / n   , ahol  XY XY' X'Y X'Y' / 4n n n n n    . 
A fenti mutáns ciklusokkal nyerhető Gint értékeket hagyományosan úgy 
értelmezik, hogy azok a WT molekulában az X és Y pozíciók közötti kémiai kötés 
energiájában beálló változást mérik, miközben a molekula az A-ból a B állapotba, vagy 
egy alapállapotból a T‡ átmeneti állapotba lép. Ez az értelmezés feltételezi, hogy a WT-
ban a két pozíció között fennálló kölcsönhatás mind az egyszeres mutánsokban, mind a 
dupla mutánsban megszűnik (ez jogos feltételezés pl. az oldalláncok eltávolításakor) 
[220]. Ha azonban a pozíciók közötti interakció az X’Y’ dupla mutánsban helyreáll, akkor 
a mért Gint a WT-ban található X-Y és a dupla mutánsban található X’-Y’ 
oldalláncpárok kölcsönhatási energia változásainak összege. Az ilyen módon választott 
mutációk segítségével elért jelerősítés megkönnyíti a jel és a zaj szétválasztását. 
3.3.5 Statisztika 
A közölt adatok legalább 5 mérés átlagát és standard hibáját tükrözik. A 





4.1 A spontán pórusnyitások mechanizmusának vizsgálata 
4.1.1 A funkciónyeréssel járó mutációk lehetővé teszik a CFTR spontán kapuzásának 
kvantitatív elemzését 
Amíg ATP elvonást követően a WT CFTR csatornák gyorsan bezáródnak 
(8. a ábra), addig a P355A-K978C CFTR csatornák esetében az ATP elvonást követően 
hosszú ideig fennálló, jelentős klorid áram marad vissza (8. c ábra), amely csak a 
permeábilis klorid ionok impermeábilis glükonát ionokra történő cseréjével szüntethető 
meg (8. c ábra, piros sávok). (WT CFTR csatornák esetében, szimmetrikus klorid 
környezetben a feszültség-áram diagram mérsékelt befele rektifikációt mutat. Az 
intracelluláris klorid ionok glükonátra történő cseréjét követően azonban erősen negatív 
feszültségeken az áram – a Goldman-Hodkin-Katz egyenletet követve – a nullához 
közelít, így -80 mV-on már nem mérhető jelentős áram [129, 132] (9. ábra).) 
A WT CFTR csatornák nyitvatartási valószínűségének erőteljes foszforiláció-
függését [142, 175] igazolja, hogy PKA alkalmazását megelőzően a WT CFTR csatornák 
ATP-függő árama igen alacsony, és a PKA elvonását követően szinte azonnal kb. 50%-
kal csökken (8. a ábra). Ezzel szemben a P355A-K978C CFTR csatornákban az ATP-vel 
kiváltott áram már a PKA alkalmazását megelőzően is közel maximális volt, és csak kis 
mértékben fokozta, illetve csökkentette a PKA adása/elvonása (8. c ábra). Mindez magas 
Po-t valószínűsít ATP jelenlétében már a kinázzal történő foszforiláció előtt is (nem 
foszforilált csatornák), és közel maximálisat PKA jelenlétében (foszforilált csatornák), 
illetve annak elvonását követően (részlegesen defoszforilált csatornák). A P355A-K978C 
CFTR csatornák ATP hiányában is jelentős spontán aktivitással rendelkeznek, ami 
néhány (7) párhuzamosan aktív csatornát tartalmazó membránfoltokban is lehetővé teszi 
a spontán aktivitás megbízható kvantitatív elemzését (11. a ábra); ugyanakkor az ATP 
jelenlétében tapasztalt magas Po-nak köszönhetően az aktív csatornák száma is 
biztonsággal megállapítható (10. és 11. a ábrák). Az előzetesen foszforilált csatornákban 
a P355A-K978C háttérmutációk ("background", BG) jelentősen növelték mind a spontán 






8. ábra: A P355A-K978C mutáció egyaránt fokozza a spontán és az ATP-függő nyitvatartási 
valószínűséget 
a és c, WT (a) és P355A-K978C CFTR (background) (c) spontán aktivitását valamint ATP és PKA 
(fekete sávok) függését szemléltető, −80 mV-on mért, makroszkópos áramok. Az (a) panelen a spontán 
aktivitást egy 30 s hosszú kiemelt szakasz (szürke téglalap) szemlélteti. A (c) panelen az alapvonal (szürke 
szaggatott vonal) megállapítása céljából a kádoldat anionja kloridról (zöld sávok) rövid időtartamokra 
impermeábilis glükonátra (piros sávok) volt cserélve. 
b, A vizsgálatunk fő kérdésfeltevését szemléltető sematikus ábra két lehetséges kapuzási 
mechanizmust szembesít: a csatorna spontán megnyílása a NBD-k dimerizációjához kapcsolt (felső sor) vagy 
attól független folyamat (alsó sor). TMD-k (szürke), TMD-NBD átmenetet alkotó intracelluláris hurkok 
(rózsaszín), NBD1 (zöld), NBD2 (kék), plazmamembrán (sárga). 
d, Spontán (homogén oszlopok) és 2 mM ATP jelenlétében (csíkozott oszlopok) kapuzó WT 
(narancssárga) és P355A-K978C (background, BG; fekete) CFTR csatornák nyitvatartási valószínűségeinek 





9. ábra: A kádoldat klorid ionjainak glükonáttal történő helyettesítése -80 mV-on megszünteti 
a CFTR áramot 
Makroszkópos WT CFTR áramok normált feszültség-áram összefüggésének összehasonlítása 
kloridkint/kloridbent (zöld szimbólumok) és kloridkint/glükonátbent (piros szimbólumok) anionkörnyezetben (n = 
6–9). Mindkét ionösszetétel esetében a 2 mM ATP-ben mérhető CFTR áramokból levontuk az ATP 
hiányában mért háttér áramokat. A mintavételezés −80 és +80 mV közötti membránpotenciálokon történt. 
Az ATP-függő áramokat a +80 mV-on mért áramokhoz normáltuk. A szimmetrikus körülmények között nyert 
mérési pontok lineáris interpolációval vannak összekötve (zöld vonal), míg az aszimmetrikus mérési 
körülmények között nyert mérési pontok a Goldman-Hodgkin-Katz egyenlettel lettek illesztve (piros vonal). 
Szimmetrikus ionösszetétel esetén enyhe befele rektifikáció látható [218]. 
ATP jelenlétében (0.11 ± 0.04 (n = 6) vs. 0.80 ± 0.02 (n = 14), WT + ATP vs. BG + ATP) 
(8. d ábra, csíkozott oszlopok) mérhető nyitvatartási valószínűséget. A P355A-K978C 
csatorna tehát alkalmas modellt kínál a CFTR spontán aktivitásának hátterében álló 
mechanizmus vizsgálatára. 
4.1.2 A 2-es ATP-kötőhely szorosan dimerizált a csatorna spontán nyitott állapotában 
A WT CFTR csatornában az ATP-függő NBD dimer kialakulása és szétesése a 
csatorna nyitásához, illetve zárásához kapcsolt: a kanonikus ATP-kötőhely egymással 
szemközti felszínein található két aminosav oldallánc energetikai kapcsoltságának a  






10. ábra: A háttér mutációk magas ATP-függő nyitvatartási valószínűséget eredményeznek 
a–b, A PKA-val előzetesen foszforilált WT, illetve a mutáns ciklus négy sarkát alkotó mutáns CFTR 
csatornák 2 mM ATP jelenlétében mérhető nyitvatartási valószínűségei. Az oszlopok az 5 perc időtartamú 
ATP-mentes tesztszakaszt (a) megelőző (front bracket), illetve (b) azt követő (rear bracket) 2.5 perc 
időtartamú ATP jelenlétében felvett kontroll szakaszok utolsó ~2 percének értékeit tükrözik (n = 6–17)  
(lásd 11. a-d ábrák). 
 
segítségével igazolták [190]. A BG mutációkat tartalmazó CFTR csatorna alkalmas 
modellt kínál ugyanezen aminosav oldalláncok közötti energetikai kapcsoltság spontán 
aktivitással együttjáró változásainak vizsgálatára. 
A BG háttérben mind az 555-ös pozícióba bevitt argininlizin, mind az 1246-os 
pozícióba bevitt treoninaszparagin mutáció nagy mértékben csökkenti a spontán Po-t 
(11. b-c ábrák, 0.034 ± 0.007 (n = 18) és 0.044 ± 0.009 (n = 19); 11. e ábra, kék és piros 
oszlopok). A nyitott (open, O) állapot stabilitásának a zárt (closed, C) állapotéhoz 
viszonyított csökkenését (ΔΔG(O-C) = +1.82 ± 0.39 kT az R555K és +1.54 ± 0.39 kT a 
T1246N mutáns esetében; 11. h ábra, felső vízszintes és bal oldali függőleges nyilak a 
mutáns cikluson) mindkét mutánsban a megcélzott aminosav oldallánc és a fehérje többi 
része között fennálló mikroszkópikus kölcsönhatások megváltozása okozza, amelyek a 







11. ábra: A CFTR spontán megnyílásakor az 555-ös arginin és a 1246-os treonin oldalláncok 
energetikai kapcsoltságba kerülnek 
a–d, P355A-K978C (background) (a) és az R555K (b) vagy T1246N (c) mutációkat vagy az R555K-
T1246N dupla mutációt (d) hordozó background, CFTR csatornák spontán aktivitását, valamint ATP és PKA 
(fekete sávok) függését szemléltető −80 mV-on mért mikroszkópikus áramok. 
e–g, A háttér-mutáns (background) CFTR csatornák (fekete oszlopok) és az R555K (kék oszlopok), 
T1246N (piros oszlopok) vagy az R555K-T1246N (lila oszlopok) mutációkat is hordozó background CFTR 
csatornák spontán nyitvatartási valószínűségei (e, n = 19–21), valamint spontán nyitási (f, n = 15–19) és 
zárási sebességei (g, n = 15–19). 
h–j, A spontán nyitvatartási valószínűségre (h), illetve spontán nyitási (i) és záródási (j) 




állapot stabilitására a zárt állapothoz képest (h), és az átmeneti állapot stabilitására a zárt (i), illeve nyitott 
(j) állapothoz képest. A mutáns ciklusok közepén az 555-ös és 1246-os pozícióknak a feltüntetett két 
kapuzási állapot közötti kölcsönhatási energia változásai láthatók (lásd 3.3.4 fejezet). A mutáns ciklusok 
négy sarkát az 555-ös és az 1246-os pozícióban található aminosav oldalláncok egy karakteres jelölései 
azonosítják. k, Boltzmann állandó, T, abszolút hőmérséklet. 
Ha a WT csatornában az R555-ös és a T1246-os oldalláncok nem állnának 
egymással kölcsönhatásban, vagy ha kölcsönhatásuk erőssége nem változna a kapuzási 
ciklus során, akkor e mutációk hatásai függetlenek volnának a másik pozícióban található 
aminosav kémiai természetétől: azaz, az egyedi mutációknak a csatorna kapuzási 
energetikájára gyakorolt hatásai egy dupla mutánsban összeadódnának. Bármiféle nem 
additív kapuzási hatás az R555 és a T1246 oldalláncok közötti interakciós energia 
kapuzáshoz kapcsolt változását kell tükrözze. A szimpla mutáns csatornákkal szöges 
ellentétben, a dupla mutáns R555K-T1246N csatornák a BG csatornákéhoz hasonló, 
magas spontán Po-val rendelkeznek (0.11 ± 0.02 (n = 20); 11. e ábra, lila oszlop). Vagyis, 
mindkét egyedi mutációnak a spontán Po-ra gyakorolt hatása jelentős mértékben függ a 
másik pozícióban lévő aminosav kémiai természetétől: például, a spontán nyitott állapot 
a zárt állapothoz képest destabilizálódik, ha az R555K mutációt a BG csatornába visszük 
be (11. e ábra, kék vs. fekete oszlopok), de stabilizálódik, ha ugyenezt a mutációt a 
T1246N csatornába visszük be (11. e ábra, lila vs. piros oszlopok). A két vizsgált 
aminosav oldallánc közötti kölcsönhatási energia változását a csatorna megnyílásakor 
(ΔΔGint(O-C)) a mutáns ciklus két párhuzamos oldalán adódó ΔΔG(O-C) értékek közötti 
különbség számszerűsíti (lásd 3.3.4 fejezet), amely az R555 és a T1246 aminosavak 
esetében az ATP-mentes zárt és nyitott állapotok között ˗2.90 ± 0.49 kT (11. h ábra, 
középen), szignifikáns (p = 0.0004) kölcsönhatási energia változást igazol. 
A kölcsönhatási energia változás negatív előjele elvileg a nyitott állapotban 
létrejövő stabilizáló kapcsolattal, vagy a zárt állapotban jelenlevő destabilizáló 
kapcsolattal is magyarázható. Azonban egy korábbi munkából tudjuk, hogy az R555 és a 
T1246 aminosavak zárt állapotban nem állnak energetikai kapcsolatban egymással, 
függetlenül attól, hogy a 2-es kötőhelyen jelen van-e ATP vagy sem [190]. Azaz, 
eredményeink konzisztensek a vizsgált aminosav oldalláncok közötti stabilizáló 
kölcsönhatás megjelenésével a csatorna nyitott konformációjában, az energetikai 




mérési eredményeink az R555 és a T1246 aminosav oldalláncok között, az ATP-mentes 
nyitott állapotban fennálló hidrogén híd jelenlétével magyarázható: ez a kémiai kötés – a 
hidrogén kötés kialakulásához szükséges ideális donor-akceptor atomtávolság hiányában 
– mindkét szimpla mutánsban hiányzik, de a dupla mutánsban – a donor és akceptor 
atomok távolságának újbóli optimalizálásával – helyreáll. E következtetések értelmében 
az NBD dimer érintkezési felszínei a 2-es kötőhely körül, ATP jelenlététől függetlenül, 
szorosra zárulnak a csatorna pórusának megnyílásakor. 
4.1.3 A 2-es ATP-kötőhely már az átmeneti állapotban is szorosan dimerizált a csatorna 
spontán megnyílásakor 
A spontán nyitott (burst) és zárt (interburst) állapotok közötti konformációs 
átmenet során a fehérje egy magas szabadentalpiájú, instabil, rövid élettartamú átmeneti 
állapoton (T‡) halad keresztül (20. ábra), amelynek relatív stabilitását az átlagos 
zárvatartási (ib) és nyitvatartási (b) idők inverzeként meghatározott spontán nyitási, 
illetve zárási sebességek tükrözik. A spontán nyitási, illetve záródási sebességek mutáció 
okozta relatív változásai számszerűsítik az átmeneti állapot szabadentalpiájának 
megváltozását a stabil zárt (ΔΔG(T-C)), illetve nyitott (ΔΔG(T-O)) állapothoz képest. A 
mutáns ciklus két párhuzamos oldala között mért szabadentalpia változások (ΔΔG) 
különbsége kvantifikálja a két oldallánc közötti kölcsönhatási energia változását az 
átmeneti állapot elérésekor a zárt (ΔΔGint(T-C); 11. i ábra) vagy nyitott (ΔΔGint(T-O); 11. j 
ábra) alapállapotok felől. A kinetikai elemzés eredményei szerint, a mindkét egyedi 
mutánsnál tapasztalt spontán Po csökkenést (11. e ábra, kék és piros oszlopok) elsősorban 
a csökkent nyitási sebesség (11. f ábra, kék és piros oszlopok) okozza, amely a dupla 
mutánsban a kontrollhoz közeli értékre áll vissza (11. f ábra, lila oszlop). Ennek 
megfelelően az átmeneti állapotnak a zárt alapállapot felőli elérését az R555 és a T1246 
aminosav oldalláncok közötti ˗2.30 ± 0.46 kT (11. i ábra, panel közepe) szignifikáns  
(p = 0.0001) kölcsönhatási energia változás (ΔΔGint(T-C)) kíséri. Ezzel szemben, a záródási 
sebességeket a vizsgált mutációk csupán kis mértékben befolyásolják (11. g ábra). A 
mutáns ciklus analízis alapján az átmeneti állapot nyitott alapállapot felőli elérésekor a 
kölcsönhatási energia változás (ΔΔGint(T-O)) a nullától statisztikailag nem szignifikánsan 




Ezen eredmények szerint, a WT csatornában az R555 és a T1246 aminosav 
oldalláncok között nyitott állapotban fennálló hidrogén kötés már az átmeneti állapotban 
kialakul, és csak kisebb mértékben erősödik tovább, amikor a csatorna eléri a stabil nyitott 
konformációját (20. b ábra). Vagyis, a ligandot nem kötő CFTR csatorna NBD dimer 
érintkezési felületének 2-es ATP-kötőhely körüli része már az átmeneti állapotban zárul 
(20. a ábra, középen) – hasonlóan ahhoz, ahogy az az ATP-t kötött csatorna 
megnyílásakor is történik [190, 197]. 
4.2 A degenerált ATP-kötőhely kapuzáshoz kapcsolt konformációváltozásainak 
vizsgálata 
4.2.1 A P-ATP nagy affinitású ATP analóg, amely megnyújtja a steady-state burst 
időtartamát 
Először saját kísérletes rendszerünkben is összehasonlítottuk az ATP és a P-ATP 
hatását a CFTR kapuzására. A kétféle nukeotid látszólagos affinitásának meghatározására 
az ATP és P-ATP növekvő koncentrációi által kiváltott makroszkópos CFTR áramokat 
az ismételten alkalmazott telítési nukleotid koncentrációk (2 mM ATP és 32 M P-ATP) 
mellett mért áramokhoz normáltuk (12. A és B ábra). A nukleotid koncentrációk 
függvényében ábrázolt normált áramok (12. C ábra) jól illeszthetők a Michaelis-Menten 
egyenlettel (lásd 3.3.1.3 fejezet), amely az ATP-re 40 ± 2 M-os, míg a P-ATP-re 
2.4 ± 0.2 M-os Km értéket jósol. 
Ezt követően kettő vagy annál kevesebb aktív csatornát tartalmazó 
membránfoltokban – amelyekben a csatornaszám megbízhatóan megállapítható és a 
kapuzási események jól feloldhatók – összehasonlítottuk a CFTR kapuzásának kinetikai 
paramétereit e kétféle nukleotid telítési koncentrációinak (2 mM ATP és 10 M P-ATP) 
jelenlétében (12. D ábra). A kinetikai elemzés (lásd 3.3.2 fejezet) eredménye alapján a 
CFTR csatorna nyitvatartási valószínűsége magasabb P-ATP-ben, mint ATP-ben (12. E 
ábra), amit az interburst időtartamok kisebb mértékű rövidülése (12. G ábra) mellett, 
elsősorban a burst időtartamok kétszeresére nyúlása (12. F ábra) okoz. Ezek az 
eredmények megerősítik azon korábbi tanulmányokat [206, 221], amelyek szerint a  





12. ábra: A P-ATP nagy affinitású, hatékony ATP analóg 
A és B, Növekvő ATP (A) vagy P-ATP (B) koncentrációk hatása előzetesen foszforilált WT CFTR 
csatornák makroszkópos áramaira. 
C, ATP (kék szimbólumok) és P-ATP (piros szimbólumok) által kiváltott áramok dózis-hatás 
összefüggései. Az egyes tesztkoncentrációk által kiváltott áramok a teszt előtt és után, telítési nukleotid 
koncentráció (2 mM ATP, illetve 32 μM P-ATP) jelenlétében mért áramok átlagához vannak normálva. A 
mérési pontok a Michaelis–Menten egyenlettel vannak illesztve (folytonos vonalak; Km értékek feltüntetve). 
D, Két aktív, 2 mM ATP-ben (kék szakaszok) vagy 10 μM P-ATP-ben (piros szakasz) kapuzó, 
előzetesen foszforilált WT CFTR csatorna steady-state áramregisztrátuma. 
E–G, 2 mM ATP-ben (kék oszlopok) vagy 10 μM P-ATP-ben (piros oszlopok) kapuzó WT CFTR 
csatornák steady-state nyitvatartási valószínűségei (E), átlagos burst (F) és interburst (G) időtartamai. 
4.2.2 A H1348A CFTR steady-state burst időtartama független az ATP koncentrációtól 
Az irodalomból ismert, hogy a H1348A mutáció kb. háromszorosára nyújtja a  
2 mM ATP-ben kapuzó CFTR csatorna átlagos burst időtartamát [207]. Mivel egy másik  
1-es kötőhely mutáns CFTR-ről, a W401F-ről leírták, hogy magasabb ATP koncentrációk 
mellett az átlagos burst időtartama megnyúlt [182], ezért megvizsgáltuk, hogy a H1348A 
mutánsnál is észlelhető-e a burst időtartamok ilyen ATP koncentráció-függő megnyúlása. A 
H1348A CFTR 2 mM és 10 mM ATP jelenlétében észlelt kapuzási kinetikájának 
összehasonlítása (13. A ábra) azonban nem igazolt eltérést a nyitvatartási valószínűség (13. 






13. ábra: A H1348A CFTR steady-state burst időtartama nem nyúlik meg magasabb ATP 
koncentráció mellett 
A, Két aktív, 2 mM (zöld szakasz) vagy 10 mM (sötétkék szakasz) ATP-ben kapuzó, előzetesen 
foszforilált H1348A CFTR csatorna steady-state áramregisztrátuma. 
B–D, 2 mM (zöld oszlopok) vagy 10 mM (sötétkék oszlopok) ATP-ben kapuzó H1348A CFTR csatornák 
steady-state nyitvatartási valószínűségei (B), átlagos burst (C) és interburst (D) időtartamai. 
4.2.3 A P-ATP és a H1348A mutáció csökkentik a nem-hidrolitikus záródási sebességet 
A vizsgált 1-es kötőhely perturbációk nem-hidrolitikus záródási sebességre gyakorolt 
hatásainak jellemzése céljából hidrolízisre képtelen csatornák makroszkópos áramainak 
nukleotid elvonását követő lecsengését exponenciálisokkal illesztettük. Mivel a 
különböző hidrolízist megakadályozó mutációk eltérően befolyásolhatják az NBD dimer 
stabilitását, és így a prehidrolitikus (O1) nyitott állapot élettartamát, nem lehet tudni, 
melyik nem-hidrolizáló mutáns a legalkalmasabb modell a WT CFTR nem-hidrolitikus 
záródási sebességének megállapítására. Ezért az 1-es kötőhely perturbációk hatását 
kétféle hidrolízisre képtelen csatorna, az NBD2 Walker A mutáns K1250A (14. A-C 
ábra) és Walker B mutáns E1371S (14. D-F ábra), záródási sebességein is teszteltük. A 
P-ATP (14. A és D ábra, piros exponenciális illesztések és időállandók) és a H1348A 
mutáció (14. B és E ábra, zöld exponenciális illesztések és időállandók) mindkét 
hidrolízis-képtelen csatornában markánsan csökkenti az áramlecsengések sebességét a 
kontroll csatornák ATP elvonást követő relaxációihoz képest (14. A és D ábra, kék 
exponenciális illesztések és időállandók; [207, 221]). Tehát, a választott nem-hidrolitikus 
háttérmutációtól – K1250A (14. C ábra) vagy E1371S (14. F ábra) – függetlenül, 
mindkét 1-es kötőhely perturbáció azonos irányba módosítja, azaz felére-harmadára 





14. ábra: A P-ATP és a H1348A mutáció csökkentik a CFTR nem-hidrolitikus záródási sebességét 
A és D, Rövid ideig alkalmazott 10 mM ATP és 50 μM P-ATP (A) vagy 2 mM ATP és 10 μM P-ATP 
(D) hatásai előzetesen foszforilált K1250A (A) és E1371S (D) CFTR csatornák makroszkópos áramaira. A 
K1250A csatornák esetében használt ötszörös nukleotid koncentrációkra e mutáns csökkent ATP 
affinitásának kompenzálása végett volt szükség [158]. A nukleotid elvonást követő áramlecsengések 
egyszerű exponenciális görbékkel (színes folytonos vonalak) lettek illesztve. A színes számok az illesztett 
exponenciálisok időállandóit jelölik (másodpercben), amelyek megfelelnek az átlagos burst 
időtartamoknak. 
B és E, Rövid ideig alkalmazott 10 mM ATP (B) vagy 2 mM ATP (E) hatása előzetesen foszforilált 
K1250A/H1348A (B) és E1371S/H1348A (E) CFTR csatornák makroszkópos áramaira. A nukleotid elvonást 
követő áramlecsengések dupla exponenciálissal (színes folytonos vonalak) lettek illesztve. Az illesztett 
exponenciálisok időállandóinak súlyozott átlagakén meghatározott burst időtartamokat a színes számok 
jelölik (*, másodpercben; lásd 3.3.1.1 fejezet). Az illesztett paraméterek a B panelen: 1 = 37 s, 2 = 165 s, 
A1 = 0.34 és A2 = 0.66; valamint az E panelen: 1 = 24 s, 2 = 179 s, A1 = 0.07 és A2 = 0.93. 
C és F, K1250A (C) vagy E1371S (F) háttérben mért nem-hidrolitikus záródási sebességek ATP (kék 
oszlopok) vagy P-ATP (piros oszlopok) elvonását követően, illetve a háttérmutáció mellett a H1348A 
mutációt is tartalmazó CFTR-ben ATP elvonását követően (zöld oszlopok). A nem-hidrolitikus záródási 
sebességek a nukleotid elvonást követő áramlecsengések exponenciális illesztéseiből nyert időállandók 
inverzei (1/). Azon relaxációk esetén, amelyeket egyszerű exponenciálissal nem, csak dupla 
exponenciálissal lehetett illeszteni, a nem-hidrolitikus záródási sebességek az illesztéssel nyert időállandók 




4.2.4 A hidrolitikus záródást az 1-es kötőhelyen kötött P-ATP lassítja 
Korábbi munkák alapján [206] az ATP-t követően alkalmazott P-ATP kapuzásra 
kifejtett hatásának időben késve jelentkező komponensét, a hidrolitikus és nem-
hidrolitikus záródási sebességek lassulását, az 1-es kötőhelyen kötött ATP lassabb 
kicserélődése okozza. Ezt a feltételezést, termodinamikai mutáns ciklus analízis (lásd 
3.3.4 fejezet) segítségével, további független bizonyítékokkal támasztottuk alá. Két 
szerkezeti perturbációnak a kapuzásra gyakorolt nem-additív hatása arra utal, hogy a 
kapuzási ciklus során e perturbált szakaszok közötti kötési energia változik, azaz ezen 
csoportok energetikai kapcsoltságban állnak. 
A P-ATP jelenlétében kapuzó csatornák két szerkezeti perturbációt tartalmaznak: 
mindkét kötőhelyen kötött nukleotid tartalmaz egy-egy feniletil csoportot az adenin gyűrű 
6-os poziciójú nitrogénjén. Ha a 2-es kötőhelyen lévő feniletil csoport befolyásolná a 
záródási sebességet, akkor ennek a perturbációnak a hatása additív lenne a térben távoli 
1-es kötőhely mutációk záródási sebességet befolyásoló hatásaival. Ha azonban az 1-es 
kötőhelyen lévő feniletil csoport lenne felelős a záródási sebesség lassulásáért, akkor a 
P-ATP és az 1-es kötőhely mutációk hasonló hatásai nem lennének additívak. Két 
különböző 1-es kötőhely régió és a P-ATP feniletil csoportja közötti energetikai 
kapcsoltságot vizsgáltuk. Az 1-es kötőhely NBD2-oldaláról a signature szekvenciába 
elhelyezett H1348A perturbációt választottuk, mert ennek a mutánsnak a záródási 
sebességet befolyásoló hatása erőteljes, és már jellemeztük (13. C ábra). Az NBD1-
oldalról pedig a nem konzervált regulációs inzerció (RI) nagy részének (415-432-es 
peptidszakasz) delécióját választottuk, amit a CFTR 1-414 és 433-1480 
peptidszakaszainak koexpressziójával értünk el (ΔRI CFTR). Ez utóbbi perturbáció az 
ATP-függő kapuzást ugyan kevéssé zavarja meg [141], de várhatóan lokális torzulást 
okoz az 1-es kötőhelyen kötött nukleotid adenin gyűrűjét körülölelő molekularész 
szerkezetében. A 2 mM ATP (15. A és D ábra, zöld szakaszok), illetve 10 µM P-ATP 
(15. A és D ábra, barna szakaszok) segítségével aktivált H1348A (15. A ábra) és ΔRI 
(15. D ábra) CFTR csatornák kapuzásának kinetikai elemzésével vizsgáltuk a P-ATP és 
a fenti két perturbáció hidrolitikus záródási sebességre gyakorolt hatásait. Korábbi 
munkákkal egybecsengően, a H1348A és a ΔRI perturbációk eltérően hatnak a 






15. ábra: A H1348A mutáció és a 415-432 szakasz deléciója (ΔRI) megszünteti a P-ATP feniletil 
csoportjának hatását a CFTR hidrolitikus záródási sebességére 
A és D, 2 mM ATP jelenlétében (zöld szakaszok), illetve 10 μM P-ATP jelenlétében (barna szakasz) 
kapuzó előzetesen foszforilált H1348A (A) és ΔRI (D) CFTR csatornák reprezentatív mikroszkópikus áramai. 
A mérések steady-state részeiből 10 s hosszú szakaszok (szürke sávok) időben széthúzva is láthatók.  
Az A panelen ábrázolt mérés -40 mV-os membránpotenciálon készült. 
B és E, Az ATP jelenlétében (zöld oszlopok) és P-ATP jelenlétében (barna oszlopok) kapuzó H1348A 
(B) vagy ΔRI (E) CFTR csatornák záródási sebességei a steady-state körülmények között mért átlagos burst 
időtartamok inverzei (1/). ATP jelenlétében (kék oszlopok) és P-ATP jelenlétében (piros oszlopok) kapuzó 
WT CFTR steady-state záródási sebességei a 12. F ábráról származnak. 
C és F, A P-ATP feniletil csoportja és a H1348-as aminosav oldallánc (C) vagy az RI régió (F) közötti 




ciklusok. A mutáns ciklusok sarkait az 1-es kötőhely szerkezete (H vagy A a 1348-as pozícióban [C], illetve 
megtartott vagy hiányzó RI [F]) és a kapuzást hajtó nukleotid (ATP vagy P-ATP) jellemzi. A nyilakon olvasható 
ΔΔG‡ értékek a záródási aktivációs szabadentalpia perturbációk okozta változásait számszerűsítik  
(átlag ± SEM). A feniletil csoport és a H1348 oldallánc (C), illetve a feniletil csoport és az RI régió (F), közötti 
energetikai kapcsoltság (ΔΔGint(closing)) a párhuzamos oldalak mentén kapott ΔΔG‡ értékek különbsége  
(lásd 3.3.4 fejezet). 
csökkenti (15. B ábra, zöld vs. kék oszlop és 13. C ábra), míg a ΔRI perturbáció nem 
befolyásolja azt (15. E ábra, zöld vs. kék oszlop; [141]). A WT CFTR-ben tapasztaltakkal 
(15. B és E ábra, piros vs. kék oszlop) ellentétben, az ATP P-ATP-re történő cseréje egyik 
perturbáció esetén sem befolyásolja a hidrolitikus záródási sebességet (15. B és E ábra, 
barna vs. zöld oszlop). Azaz, amíg a WT csatornában a feniletil csoport bevitele a kötött 
nukleotid szerkezetébe lassítja a hidrolitikus záródást, addig ugyanez a változtatás nincs 
hatással a záródási sebességre az 1-es kötőhely bármelyik oldalán perturbált 
csatornákban. Tehát, a feniletil csoportnak a hidrolitikus záródási sebességet befolyásoló 
hatása szempontjából nem közönbös, hogy azt perturbált vagy nem perturbált 1-es 
kötőhelyű csatornákon vizsgáljuk. A hidrolitikus záródást lassító feniletil csoport 
energetikai kapcsoltságban áll mind az NBD1 RI szakaszával (15. F ábra), mind az 
NBD2 H1348-as oldalláncával (15. C ábra), mert a köztük mért kölcsönhatási energia 
változás (ΔΔGint(T-O)) szignifikánsan (P < 0.05) különbözik 0-tól. Ez egybevág azzal a 
feltételezéssel, hogy a hidrolitikus záródási sebesség lassulását az 1-es kötőhelyen kötött 
P-ATP okozza. 
4.2.5 A nem-hidrolitikus záródást az 1-es kötőhelyen kötött P-ATP lassítja 
Az 1-es kötőhely két oldalán létrehozott perturbációk és a P-ATP feniletil 
csoportja közötti energetikai kapcsoltságot nemcsak a hidrolitikus, hanem a nem-
hidrolitikus záródás vonatkozásában is megvizsgáltuk (16. ábra). Erre a célra a nem-
hidrolitikus mutáns K1250A/H1348A (16. A ábra) és K1250A/ΔRI (1-414 és 433-
1480(K1250A) CFTR szegmensek koexpressziója) (16. D ábra) csatornák ATP, illetve 
P-ATP aktiválta makroszkópos áramainak a nukleotid elvonását követő lecsengéseit 
exponenciálisokkal illesztettük, és az így nyert nem-hidrolitikus záródási sebességekre 






16. ábra: A H1348A mutáció és a 415-432 szakasz deléciója (ΔRI) fokozza a 
P-ATP feniletil csoportjának hatását a CFTR nem-hidrolitikus záródási sebességére 
A és D, Rövid ideig alkalmazott 10 mM ATP és 50 μM P-ATP hatása előzetesen foszforilált 
K1250A/H1348A (A) és K1250A/ΔRI (D) CFTR csatornák makroszkópos áramaira. A nukleotid elvonását 
követő áramlecsengések egyszerű exponenciálisokkal (színes folytonos vonalak) lettek illesztve. A színes 
számok az illesztett exponenciálisok időállandói (másodpercben), amelyek az átlagos burst időtartamoknak 
felelnek meg. 
B és E, K1250A/H1348A (B) és K1250A/ΔRI (E) CFTR csatornák nem-hidrolitikus záródási 
sebességei ATP (zöld oszlopok) vagy P-ATP (barna oszlopok) elvonását követően. A nem-hidrolitikus 
záródási sebességek a nukleotid elvonását követő áramlecsengések exponenciális illesztéseiből nyert 
időállandók inverzei (1/). A K1250A CFTR ATP (kék oszlopok) és P-ATP (piros oszlopok) elvonásakor 
mérhető nem-hidrolitikus záródási sebességei a 14. C ábráról származnak. 
C és F, A P-ATP feniletil csoportjának a H1348-as oldallánc (C) vagy az RI régió (F) közötti 




mutáns ciklusok. A mutáns ciklusok sarkait az 1-es kötőhely szerkezete (H vagy A a 1348-as pozícióban [C], 
illetve a megtartott vagy hiányzó RI [F]) és a kapuzást hajtó nukleotid (ATP vagy P-ATP) jellemzi. A nyilakon 
olvasható ΔΔG‡ értékek a nem-hidrolitikus záródási aktivációs szabadentalpia perturbációk okozta 
változásait számszerűsítik (átlag ± SEM). A feniletil csoport és a H1348 oldallánc (C), illetve a feniletil csoport 
és az RI régió (F), közötti energetikai kapcsoltság (ΔΔGint(closing)) a párhuzamos oldalak mentén kapott ΔΔG‡ 
értékek különbsége (lásd 3.3.4 fejezet). 
irányban hatnak a nem-hidrolitikus záródási sebességre: míg a H1348A kb. egyharmadára 
csökkentette (16. B ábra, zöld vs. kék oszlop, 14. C ábra), addig a ΔRI perturbáció kb. 
háromszorosára növelte azt (16. E ábra, zöld vs. kék oszlop, [141]). Egyik perturbáció 
sem szüntette meg, sőt inkább fokozta, a P-ATP feniletil csoportjának a nem-hidrolitikus 
záródást lassító hatását (16. A és D ábra, barna vs. zöld illesztett exponenciálisok és 
időállandók). Mindkét mutáns ciklus nem-additivitásra utal: míg a P-ATP feniletil 
csoportjának jelenléte a K1250A csatornákban csak egynegyedére csökkenti a nem-
hidrolitikus záródási sebességet (14. C és 16. B és E ábrák, piros vs. kék oszlop), addig a 
K1250A/H1348A csatornákban kevesebb mint egyhatodára (16. B ábra, barna vs. zöld 
oszlop), a K1250A/ΔRI csatornákban pedig kb. egykilencedére (16. E ábra, barna vs. 
zöld oszlop). Ennek megfelelően a nem-hidrolitikus záródási sebességekre épített 
termodinamikai mutáns ciklusok alapján mind a P-ATP feniletil csoportja és a 1348-as 
pozíció közötti (16. C ábra), mind a feniletil csoport és a RI (16. F ábra) közötti 
kölcsönhatási energia változások szignifikánsan (p<0.05 és p<0.01) különböznek a 
nullától. Következésképpen, a nem-hidrolitikus záródás P-ATP okozta lassulásáért is az 
1-es kötőhelyen kötött P-ATP molekula a felelős. 
4.2.6 A P-ATP és a H1348A mutáció nem változtatják meg az egy burst-re eső ATP 
kötések számát 
A P-ATP és a H1348A mutáció megnyújtják a steady-state burst időtartamokat 
(12. F és 13. C ábra). Nemrégiben közölt tanulmányok [182, 205] az NBD1 mutáns 
W401F CFTR csatornák megnyúlt burst-jeinek magyarázatára feltételeznek egy – az ATP 
hidrolízisét követő – rövid időablakot, amely alatt a hidrolízis termékei, az ADP és a 
foszfát, ledisszociálhatnak kötőhelyükről, és lehetővé teszik egy új ATP molekula 




a steady-state burst-ök megnyúlásához vezetne, mert lehetővé tenné, hogy egy burst-re 
egynél több ATP hidrolízis ciklus essen. A "reentry" elmélet azt jósolja, hogy a steady-
state körülmények között tapasztalt átlagos burst időtartamok szignifikánsan hosszabbak, 
mint az ATP elvonást követő makroszkópos áramlecsengések időállandói, mivel ez 
utóbbi mérőszám olyan körülmények között méri a burst időtartamot, amelyek – 
nukleotidok hiányában – kizárják a reentry események lehetőségét. 
Mivel a W401F mutációhoz hasonlóan, a H1348A és a P-ATP burst időtartamot 
megnyújtó hatásai is az 1-es kötőhely perturbációinak következményei, ezért 
megvizsgáltuk, hogy ez utóbbi jelenségek is magyarázhatók-e a reentry mechanizmussal. 
Ehhez meghatároztuk a WT és ΔRI CFTR csatornák 2 mM ATP vagy 10 M P-ATP (17. 
A és C ábra), valamint a H1348A csatornák 2 vagy 10 mM ATP (17. B ábra, felső sor) 
vagy 10 µM P-ATP (17. B ábra, alsó sor) elvonását követő makroszkópos záródási 
sebességeit: az áramlecsengések exponenciális illesztéséből származó időállandók (17. 
A-C ábra, színes görbék és számok) a reentry eseményeket nem tartalmazó burst-ök 
átlagos időtartamait tükrözik. Ezen időállandókat (17. D ábra, színes oszlopok) a 
makroszkópos áramok aktivációjához használt nukleotid koncentrációk folyamatos 
jelenlétében mért, mikroszkópikus, steady-state burst időtartamokkal (17. D ábra, 
csíkozott oszlopok, az adatok a 12. F, 13. C és 15. B és E ábrákról származnak) 
hasonlítottuk össze. A steady-state értékek egyik esetben sem bizonyultak hosszabbnak a 
ligand elvonással megállapított értéknél. Ezek szerint a 2 mM ATP-ben vagy 10 M  
P-ATP-ben kapuzó WT és ΔRI CFTR csatornák, valamint a 2-10 mM ATP-ben vagy 10 
M P-ATP-ben kapuzó H1348A csatornák, a steady-state kapuzás során a pórusnyitást 
előidéző NBD dimerizációt követően, a burst időtartama alatt már nem kötnek további 
nukleotidot, csakúgy, mint az ATP-ben kapuzó WT CFTR csatornák [159]. 
A makroszkópos WT CFTR áram relatív növekedése P-ATP-ben ATP-hez 
viszonyítva (<1.5x, 17. A ábra) szerényebb annál, mint amit a nyitvatartási valószínűség 
növekedése (~1.55x, 12. E ábra) alapján várnánk. A különbség hátterében a kétféle 
nukleotiddal aktivált csatorna átlagos vezetőképességének különbsége áll (iATP = -0.59 ± 
0.01 pA (n = 6) vs. iP-ATP = -0.54 ± 0.01 pA (n = 6)) (18. ábra), amit az adatrögzítési 





17. ábra: WT, H1348A és ΔRI CFTR nukleotid elvonást követő makroszkópos 
áramlecsengéseiből nyert záródási sebességek összehasonlítása a mikroszkópikus steady-state záródási 
sebességekkel 
A–C, Rövid ideig alkalmazott 2 mM ATP vagy 10 μM P-ATP (A és C) és 2 vagy 10 mM ATP (B, felső 
sor), illetve 2 mM ATP vagy 10 μM P-ATP (B, alsó sor) hatása előzetesen foszforilált WT (A), H1348A (B) és 
ΔRI (C) CFTR csatornák makroszkópos áramaira. A nukleotid elvonást követően az áramlecsengések 
egyszerű exponenciálisokkal (színes folytonos vonalak) lettek illesztve. Az illesztett exponenciálisok 
időállandóit a színes számok jelölik (ms-ban). 
D, Makroszkópos záródási időállandók 2 mM ATP (kék oszlop) vagy 10 μM P-ATP (piros oszlop) 
elvonását követően WT, 2 mM ATP (bal zöld oszlop) vagy 10 mM ATP (sötétkék oszlop) vagy 10 μM P-ATP 
(bal barna oszlop) elvonását követően H1348A, illetve 2 mM ATP (jobb zöld oszlop) vagy 10 μM P-ATP (jobb 
barna oszlop) elvonását követően ΔRI CFTR csatornák esetén. Összehasonlításképpen a csíkozott oszlopok 
(12. F, 13. C és 15. B és E ábrákról származó adatok) a megfelelő csatornák azonos nukleotidok folyamatos 





18. ábra: A P-ATP-ben kapuzó WT CFTR csatornák átlagos vezetőképessége alacsonyabb, mint 
az ATP-ben kapuzóké 
A, ATP-ben (felső sor) és P-ATP-ben (alsó sor) kapuzó egyedi WT CFTR csatornás regisztrátumok 
25 s-os reprezentatív szakaszai. Vm = -80 mV. Folytonos zöld vonalak, az idealizáláshoz használt vezetési 
szintek; szaggatott piros vonalak, a nyitott állapot meghatározásához használt küszöbérték (a 
vezetőképesség fele). 
B, Az A panelen bemutatott reprezentatív mérések amplitúdó hisztogramja. Az idealizációs küszöb 
(szaggatott piros vonalak) feletti oszlopok sárgával vannak kiemelve. Az egyedi csatornáknak a burst 
időtartamára vonatkoztatott átlagos áramai (i), a sárgával kiemelt adatpontok átlagai, a hisztogramokon fel 
lettek tüntetve. 
4.2.7 A P-ATP és a H1348A mutáció az O1 → O2 átmenet lassítása révén nyújtják meg 
a burst időtartamát 
Egy burst esemény kétféle módon végződhet: az NBD dimer disszociációja 
történhet ATP hidrolízis nélkül, a pórusnyitási konformációváltozással ellentétes, 
reverzibilis úton (O1 → C1; 19. C ábra), vagy követheti a 2-es kötőhelyen kötött ATP 
hidrolízisét (O1 → O2 → C2; 19. C ábra). Miután WT csatornákban, a nem-hidrolitikus 
záródási sebességi állandó (k-1; 19. C ábra) igen kicsi, a burst-ök túlnyomó részt a 






19. ábra: A P-ATP és a H1348A mutáció egyaránt lassítja a CFTR O1 → O2 átmenetét 
A és B, 10 μM P-ATP-ben kapuzó egyedi WT (A) és 2 mM ATP-ben kapuzó egyedi H1348A (B) CFTR 
csatornák több száz burst eseményének időtartamait összegző hisztogramok. A panelek tetején egy-
csatornás áramregisztrátumok 30 s hosszúságú reprezentatív szakaszai láthatók. A maximum likelihood 
módszer segítségével (lásd 3.3.3 fejezet) mindkét kapott eloszlást egyszerű exponenciális eloszlással (kék 
pontozott vonal), illetve a C panelen látható sémával (a k-1 sebességi állandó 0-ra rögzítése mellett; piros 
folytonos vonal) is megillesztettük. Az utóbbi séma a log-likelihood ratio teszt alapján szignifikánsan jobban 
illeszkedik (WT + ATP, P < 0.01 és H1348A + ATP, P ≈ 0.05) mindkét eloszláshoz. A ciklikus séma illesztett 
paraméterei (k1 és k2 sebességi állandók), valamint az eloszlások exponenciális komponenseinek amplitúdói 
és az időállandói mindkét panelen fel lettek tüntetve. 
C, A vizsgált burst-hossz eloszlások maximum likelihood illesztéséhez használt, egyszerűsített 
ciklikus kapuzási modellnek a sematikus ábrája [159], amely a 2-es kötőhelyben ATP-t (C1 és O1 állapotok, 
felső sor), illetve ADP-t (C2 és O2 állapotok, alsó sor) kötő zárt és nyitott állapotokat különböztet meg. A 
modell feltételezi, hogy a pórus megnyílása/záródása egybeesik az NBD dimer kialakulásával/szétesésével. 
Az ábra színkódolása megegyezik az előző ábrákéval. Sárga, plazmamembrán; szürke, TMD-k; zöld, NBD1; 
kék, NBD2; sárga, ATP; piros, ADP. 
D, Egyedi, 10 μM P-ATP-ben kapuzó WT CFTR (piros oszlopok) és 2 mM ATP-ben kapuzó H1348A 




illetve azok összehasonlítása a 2 mM ATP-ben kapuzó WT CFTR hasonló paramétereivel [159] (kék 
oszlopok). A hibahatárok 0.5-egységnyi log-likelihood intervallumokat jelölnek. Megjegyzendő, hogy a 
vizsgált 1-es kötőhely perturbációk esetében a k2 sebességi állandó csak mérsékelt pontossággal becsülhető 
a k1 és a k2 sebességi állandók között fokozódó különbség miatt (lásd [193]; k2/k1 hányadosok WT + ATP, 
WT + P-ATP és H1348A + ATP esetén: 11, 18 és 29). 
egy kezdeti, hosszabb időintervallumra, amelynek során a csatorna 2-es kötőhelye ATP-
t köt (stabil, prehidrolitikus O1 állapot; 19. C ábra), és egy ezt követő jóval rövidebb 
intervallumra, amely alatt a 2-es kötőhely már a hidrolízis végtermékét, az ADP-t 
tartalmazza (instabilabb, rövid, poszthidrolitikus O2 állapot; 19. C ábra). A csatornának 
ezen konformációkban eltöltött idejét az O1 →O2 és az O2 → C2 lépések sebességi 
állandói (k1 és k2; 19. C ábra) határozzák meg. E sebességi állandók megbecsülhetők a 
burst időtartamok eloszlásának a 19. C ábrán látható modellel történő maximum 
likelihood illesztésével [200]. 
Tisztázni kívántuk, hogy a P-ATP és a H1348A mutáció melyik mikroszkópikus 
sebességi állandóra hatva nyújtják meg a burst-ök időtartamát. E célból egyetlen aktív 
csatornát tartalmazó membránfoltok áramait regisztráltuk (19. A és B ábra), majd a burst-
hosszakat burst analízis (lásd 3.3.3 fejezet) segítségével határoztuk meg. Az így nyert 
burst-hossz eloszlás maximum likelihood illesztésével becsültük a mikroszkópikus 
sebességi állandókat. A 10 µM P-ATP-ben kapuzó WT (19. A ábra) és a 2 mM ATP-ben 
kapuzó H1348A (19. B ábra) CFTR csatornák burst-hossz eloszlása is csúcsos, ami 
megfelel a CFTR-re jellemző, nukleotid hidrolízissel járó, nem-egyensúlyi kapuzási 
ciklusnak. A legszembetűnőbb különbség a 2 mM ATP-ben kapuzó WT [159] és az 
általunk vizsgált perturbált csatornák burst-hossz eloszlásai között, az utóbbiak lassú 
komponensének ("farkának") megnyúlása volt, míg a csúcsok helyzete közel változatlan 
maradt. Ennek megfelelően a maximum likelihood illesztés a 2 mM ATP-ben kapuzó WT 
kontrollhoz képest (19. D ábra, kék oszlop a bal oldalon, [159]) felére-harmadára 
csökkent k1 sebességi állandót adott mind a P-ATP, mind a H1348A mutáció esetében 
(19. D ábra, piros és zöld oszlopok a bal oldalon). Ezzel szemben sem a P-ATP, sem a 






5.1 A spontán pórusnyitások mechanizmusának vizsgálata 
5.1.1 A spontán pórusmegnyílások mechanizmusa megerősíti, hogy a CFTR ATP-
függő kapuzása nem követi a mikroszkópikus reverzibilitás elvét 
Amíg a CFTR pórusának ATP-függő megnyílásáról ismert, hogy az az NBD-k 
dimerizációjához kapcsolt [190], addig az ATP hiányában észlelhető spontán aktivitás 
molekuláris mechanizmusa ismeretlen. Utóbbi jelentősége túlmutat a spontán nyitások 
elenyésző gyakorisága alapján vártnál. Az NBD-k és a TMD-k kapcsoltsági fokának 
szorossága a mai napig vitatott, jelentős kérdés, amelynek megértése kulcsfontosságú az 
ABC fehérjék ATP-függő konformációváltozási ciklusát meghatározó erők megértésében 
[159, 190, 204, 208, 222]. A kérdés gyakorlati jelentőségét pedig az adja, hogy a G551D 
mutációt hordozó betegek csatornáinak a spontán aktivitás a kizárólagos kapuzási módja 
[204, 210, 214], és a mai napig egyetlen CF-es betegek klinikai kezelésére engedélyezett 
CFTR potenciátor, az ivacaftor, ezen mechanizmus fokozásán keresztül fejti ki hatását. 
Igazoltuk, hogy a spontán megnyílások – csakúgy, mint az ATP jelenlétében 
bekövetkezők – az NBD-k 2-es ATP-kötőhely körüli szoros dimerizációjához kapcsoltak. 
A CFTR pórus megnyílásának ez a szoros kapcsoltsága az NBD-k dimerizációjához – 
függetlenül az ATP jelenlététől vagy annak hiányától – erős megkötéseket támaszt a 
CFTR ATP-függő kapuzását magyarázó mechanikai modellekkel szemben, és segíti a 
konformációváltozást vezérlő, az ABC fehérjék között valószínűleg konzervált, erők 
megértését. A szoros kapcsoltság egyúttal egyszerűbb magyarázatot kínál különböző 
mutációk, élettani vagy gyógyszeres regulátorok hatásmechanizmusainak értelmezésére. 
Például, a harmadik leggyakoribb CF-t okozó, az NBD1 signature szekvenciájában 
található G551D mutációt hordozó csatorna kizárólag spontán mechanizmussal képes 
megnyílni, mert a 2-es kötőhelyre bekötött ATP molekula egyenesen gátlószerként 
viselkedik: az NBD2 Walker motívumaihoz kötött ATP γ foszfátja és az 551-es 
pozícióban a mutáció által létrehozott negatív töltés között elektrosztatikus taszítás lép 
fel, amely nehezíti az NBD dimer kialakulását [214]. Ilyen elektrosztatikus kölcsönhatás 
nem lenne várható, ha az NBD dimerizációs felszínek nem közelítenék meg egymást a 




dimerizációja a G551D mutánsban is szoros kapcsoltságban marad a pórus 
megnyílásával. Továbbá, bár egy C-terminálisan csonkolt, NBD2 hiányos CFTR csatorna 
(CFTR aminosavak 1-1197; [223]) ritka spontán megnyílásai nyilvánvalóan nem 
lehetnek NBD dimerizációhoz kapcsoltak, a jelen eredmények arra utalnak, hogy e 
csonkolt csatornának a normális NBD-TMD kapcsolatban szerepet játszó, megmaradt 
régiói (pl. csatoló hélixek) a pórus nyitásai során hasonló mozgásokat végeznek, mint 
amelyek a nem csonkolt csatornák NBD dimerizációját kísérik. 
Az ATP-mentes megnyílások során – csakúgy, mint az ATP-t kötött csatornákban 
[191] – a nyitott CFTR csatornák ATP-kötőhelyei az NBD felszínek szoros dimerizációja 
miatt valószínűleg hozzáférhetetlenek a citoszol felől. Ezért a nukleotid kötés és 
disszociáció kizárólag a csatorna zárt konformációjában történhet, aminek két közvetlen 
folyománya van. Először is, az ATP-mentes nyitott állapot nem alkothatja az ATP függő 
kapuzási ciklus szerves részét [175, 204]. Másodszor, a feltételezett hasonlóságok [208, 
215, 222] ellenére, a CFTR kapuzásának alapelvei gyökeresen különböznek a ligand 
kapuzott csatornákétól, mint például a nikotinerg acetilkolin receptorétól. A ligand 
kapuzott csatornák ciklikus egyensúlyi mechanizmussal rendelkeznek: a ligand kötése és 
disszociációja mind a zárt, mind a nyitott csatorna konformációban megtörténhet. Egy 
ligand aktiváló hatásának termodinamikai alapja a mikroszkópikus reverzibilitás (detailed 
balance) elve, miszerint egy ciklikus egyensúlyi reakciósémában egy zárt hurok mentén 
körbehaladva az egyes lépések egyensúlyi állandóinak szorzata egységnyi: vagyis a 
csatorna megnyílását („izomerizációját”) az okozza, hogy a ligandkötőhely egyidejű 
konformációváltozása során növekszik a kötőhely ligand iránti affinitása [224]. Ezzel 
szemben, CFTR esetében a ligandkötőhelyek a csatorna nyitott állapotában zártak, így 
nem hozzáférhetőek a ligand számára, sem bekötésre, sem disszociációra nincs lehetőség: 
azaz a nyitott CFTR kötési affinitása nem definiálható (a kötés és disszociáció sebességi 
állandója egyaránt nulla). Ezért még a hidrolízist megakadályozó mutációk segítségével 
egyensúlyi kapuzásra kényszerített CFTR csatornák sem a mikroszkópikus reverzibilitás 
elveinek alávetett ciklikus modellt, hanem lineáris reverzibilis kapuzási sémát (20. a 





20. ábra: A CFTR spontán pórusnyitásainak mechanizmusa és a funkciónyeréssel járó mutációk, 
illetve az ATP-kötés kapuzási energetikára gyakorolt hatásai 
a, A spontán kapuzó CFTR csatorna sematikus domén elrendeződése a zárt (C), átmeneti (T‡) és 
nyitott (O) állapotokban. A panel színkódolása megegyezik a 8. b ábrán használttal: sárga, plazmamembrán; 
szürke, TMD-k; zöld, NBD1; kék, NBD2; kék és piros körök jelölik a mutáns ciklus analízishez felhasznált 
célpozíciók helyzetét. 
b, Az energetikai kapcsoltságban bekövetkező változások a vizsgált pozíciók között a spontán 
kapuzás során. 
c, WT (narancssárga vonal) és P355A-K978C (fekete vonal) CFTR csatornák ATP hiányában 
megfigyelhető spontán kapuzásának, valamint a nem-hidrolizáló K1250R CFTR csatorna telítési ATP 
jelenlétében megfigyelhető kapuzásának (szürke vonal) [190] szabadentalpia profiljai. A fekete és szürke 
lefele mutató nyilak a funkciónyeréssel járó (BG) mutációk, illetve a kompozit kötőhelyek ATP kötésének 




5.1.2 A funkciónyeréssel járó mutációk eltérő mértékben stabilizálják az átmeneti és a 
nyitott állapotot 
A csatorna különböző részeihez kötődő „allosztérikus modulátorok” ATP-t kötő 
és ATP-t nem kötő csatornákon kifejtett hatásai nemcsak hogy szoros korrelációt 
mutatnak, de a különböző modulátorok hatásai additívnak is bizonyultak. Például, az 
ATP-t kötött és nem kötött csatornák nyitvatartási valószínűsége egyaránt növekszik az 
R-domén foszforilációjával, feltételezhetően az R-domén és a TMD-k közötti 
kölcsönhatás megváltozása révén [215], illetve a CF terápiájában használt, valószínűleg 
a TMD-ken ható, ivacaftor hatására [204]. Továbbá különböző, az intracelluláris 
hurkokban elhelyezett mutációk növelhetik [215, 216, 225] vagy csökkenthetik [226] 
mind az ATP-t kötött, mind a nem kötött csatornák nyitvatartási valószínűségét. Jelen 
eredményeink kézenfekvő magyarázatot kínálnak mindezen megfigyelések 
értelmezésére: annak a nyitott csatornaszerkezetnek (20. a ábra, jobb oldala) az 
energetikai stabilizációját vagy destabilizációját, amelyről kimutattuk, hogy alapvetően 
hasonló elrendeződésű ATP-t kötött és nem kötött formában is. 
 
A WT és az általunk modellként használt háttér (BG) CFTR csatornák kapuzási 
paramétereinek összehasonlítása magyarázattal szolgálhat a funkciónyeréssel járó 
mutációk spontán aktivitást fokozó hatásának mechanizmusára (20. c ábra, fekete vs. 
narancs szabadentalpia profil). A P355A-K978C kettős mutáció a spontán nyitott 
konformációt ~8.1 kT mértékben (20. c ábra, jobb fekete nyíl) stabilizálva fokozza a 
spontán Po-t (8. d ábra, BG vs. WT), és ennek hátterében nemcsak a fokozott nyitási, 
hanem a csökkent záródási sebesség is áll. A spontán nyitások átlagos burst időtartamának 
megnyúlása a BG mutánsban (WT: 60 ± 9 ms (n = 5) vs. BG: 1566 ± 235 ms (n = 19)) a 
csatorna záródását megakadályozó termodinamikai barrier (ΔΔG(T-O)) ~3.3 kT mértékű 
emelkedését jelenti a WT-hoz viszonyítva. Összességében ezen eredmények szerint a 
funkciónyeréssel járó BG mutációk a spontán átmeneti állapotot lényegesen kevésbé 
(csupán 8.1 kT – 3.3 kT = ~4.8 kT mértékben) stabilizálják (20. c ábra, bal fekete nyíl), 
mint a nyitott állapotot. A célzott aminosav oldalláncok tehát molekuláris 
környezetükben változást észlelnek, bármelyik irányból is érjék el a spontán átmeneti 
állapotot. Az átmeneti állapotban tehát az oldalláncok környezetének 




nyitott állapotra jellemző térszerkezetüket. Ez a megfigyelés egybevág egy már korábban 
leírt, az NBD-TMD határfelületen található pozíció ATP-függő pórusnyitás során 
bekövetkező mozgásainak időzítésével [197]. Azaz, feltételezhető, hogy – az ATP-t 
kötött csatorna kapuzásához hasonlóan – a spontán megnyílások esetében is a rövid 
élettartamú, magas szabadentalpiájú átmeneti állapotban a pórus még zárva van 
(20. a ábra, középen). 
5.1.3 A kötött ATP-k eltérő mértékben stabilizálják az átmeneti és a nyitott állapotot 
Hogyan segíti elő a pórusnyitást a csatorna természetes ligandja, az ATP? 
Eredményeink alapján megállapítható, hogy a kötött ATP nem változtatja meg a zárt és 
nyitott konformációk alapvető elrendeződését. Sokkal inkább molekuláris ragasztóként 
lehet elképzelni, amely stabilizálja az átmeneti és a nyitott állapotot. Mivel az ATP 
jelenlétében megnyíló csatornák záródása nem a megnyílással ellentétes irányú 
reverzibilis útvonal mentén, hanem a 2-es kötőhelyen kötött ATP hidrolízisén keresztül 
történik [159], ezért a WT csatorna kapuzásának ATP hiányában, illetve jelenlétében 
(8. d ábra, WT+ATP vs. WT) meghatározott termodinamikai profiljainak összehasonlítása 
nem alkalmas az ATP kötés energetikai hatásának értelmezésére. Azonban a WT csatorna 
spontán kapuzásának termodinamikai profilját egy ATP-t kötött hidrolízis-képtelen 
mutánséval összehasonlítva némi fogalmat alkothatunk az ATP kötésnek a csatorna 
kapuzási energetikájára gyakorolt hatásáról (20. c ábra, szürke vs. narancssárga 
szabadentalpia profil). Az ATP hidrolízist megakadályozó 2-es kötőhely mutációk mind 
megnyújtják az átlagos burst időtartamot és a ciklikus kapuzási mechanizmust 
egyensúlyivá csonkítják, arra kényszerítve a csatornát, hogy ugyanazon a magas 
szabadentalpiájú átmeneti állapoton keresztül záródjon be, mint amelyen keresztül 
megnyílt (20. a ábra) [159, 190, 197]. Például, a telítési ATP jelenlétében kapuzó 
K1250R (2-es kötőhely Walker A szekvencia) mutáns (Po~0.6, b=9323 ms [190]) és a 
spontán kapuzó WT csatornák nyitvatartási valószínűségeiből és átlagos burst 
időtartamaiból számított szabadentalpia profilok összehasonlításából az derül ki, hogy a 
kötött ATP ~10.3 kT mértékben stabilizálja a nyitott állapotot (20. c ábra, jobb szürke 
nyíl), míg a csatorna záródását megakadályozó termodinamikai barrier magassága 




átmeneti állapotot (csak 10.3 kT – 5.1 kT = ~5.2 kT mértékben), mint a nyitott állapotot 
(20. c ábra, bal szürke nyíl). Tehát, bár az ATP-t kötött NBD érintkezési felszínek a 2-es 
kötőhely körül már az átmeneti állapotban is szoros dimert képeznek [197], ebben az 
állapotban a kötött ATP még nem fejti ki teljes mértékben "molekuláris ragasztó" hatását, 
mivel az jelentősen tovább erősödik, amikor a csatorna eléri stabil nyitott állapotát. Ez a 
következtetés az NBD dimerizációs felszínek további molekuláris átrendeződését 
valószínűsíti, miközben a csatorna az átmeneti állapotból a nyitott állapotba billen. Az 
egyik lehetséges magyarázat, hogy az átmeneti állapotban az 1-es kötőhely még nem érte 
el nyitott állapotára jellemző konformációját, vagyis, míg a 2-es kötőhelyben kötött ATP 
már az átmeneti állapotban is teljes mértékben kifejti molekuláris ragasztó hatását, addig 
az 1-es kötőhelyben kötött ATP csak a nyitott állapotban. 
5.2 A degenerált ATP-kötőhely kapuzáshoz kapcsolt konformációváltozásainak 
vizsgálata 
A CFTR degenerált 1-es kötőhelyében két szerkezeti perturbációnak a kapuzásra 
gyakorolt hatásait vizsgáltuk: az NBD2 signature szekvenciájában található 1348-as 
hisztidin oldalláncát eltávolítottuk, illetve az 1-es kötőhelyen kötött P-ATP adenin 
gyűrűjének N6-os pozíciójához feniletil csoportot kapcsoltunk. 
Bár kísérleteinkben, a hosszas P-ATP alkalmazásnak köszönhetően, feltehetőleg 
mindkét kompozit kötőhelyben már az ATP analóg volt jelen, korábbi munkák 
meggyőzően bizonyították, hogy a burst-ök időtartamára (12. F ábra) az 1-es kötőhelyen 
kötött nukleotid szerkezete van hatással, míg a 2-es kötőhelyen kötött nukleotid a 
látszólagos affinitást (12. B és C ábra), illetve a maximális nyitási sebességet határozza 
meg [206]. Továbbá, a P-ATP és a nem-hidrolizáló AMP-PNP együttes alkalmazásával 
nyitvarekesztett csatornákon végzett kísérletek tanúsága szerint, a nem-hidrolitikus 
záródást is az 1-es kötőhelyen kötött P-ATP lassítja [221]. Ezen korábbi megfigyelések 
további független megerősítéseként mind a hidrolitikus, mind a nem-hidrolitikus záródás 
kapcsán energetikai kapcsoltságot igazoltunk a P-ATP feniletil csoportja és az 1-es 
kötőhely két oldalán kiválasztott pozíciók között (15. és 16. ábrák). 
Steady-state egy csatornás mérések maximum likelihood illesztésével és 
makroszkópos áramok nukleotid elvonást követő lecsengéseinek exponenciális 




okozzák a vizsgált 1-es kötőhely perturbációknak a csatorna nyitott állapotát stabilizáló 
hatásait. 
Nemrégiben felvetették [182, 205], hogy a burst-ök poszthidrolitikus szakaszában 
létezik egy rövid időablak, amely során a csatorna még nyitva van, de a 2-es kötőhelyen 
lezajlott hidrolízis végtermékei már ledisszociáltak, lehetőséget teremtve egy újabb ATP 
megkötésére anélkül, hogy a csatorna eközben bezáródna. A szerzők azt is felvetették, 
hogy bizonyos mutációk – mint pl. az 1-es kötőhelyben található W401F mutáció – illetve 
hatóanyagok fokozhatják az ilyen „reentry” események gyakoriságát, ami a burst-ök 
megnyúlását eredményezi [182, 204, 205]. Mivel az általunk vizsgált perturbációk is az 
1-es kötőhelyben találhatók és a burst-ök megnyúlásával járnak, felmerült, hogy egy 
hasonló „reentry” mechanizmus magyarázhatja-e a kapott fenotípusokat. Azonban a 
H1348A mutáns átlagos steady-state burst időtartamai ATP koncentráció-függetlennek 
bizonyultak (13. C ábra), és a makroszkópos áramok nukleotid elvonást követő 
lecsengéseinek időállandói összhangban voltak a telítési nukleotid koncentrációk mellett 
steady-state körülmények között meghatározott burst időtartamokkal (17. ábra). Ezek az 
eredmények kizárják a reentry lehetőségét, és igazolják, hogy az általunk vizsgált két 
1-es kötőhely perturbáció nem zavarja meg az ATP kötés és a pórusnyitások közötti közel 
1:1 arányú kapcsoltságot, ami az ATP-ben kapuzó WT CFTR csatornák jellemző 
sajátossága [159]. Bár a makroszkópos és a steady-state záródási sebességek 
összehasonlítása talán nem elég érzékeny az 1:1 aránytól való mérsékelt eltérés 
észlelésére, azonban az átlagos burst időtartamok általunk észlelt, kétszeres, háromszoros 
megnyúlásának magyarázatára a mérsékeltnél jóval nagyobb eltérésre lenne szükség. 
A kinetikai méréseink értelmezéséhez a 19. C ábrán látható egyszerűsített 
ciklikus modellt használtuk, és meghatároztuk a vizsgált 1-es kötőhely perturbációk 
hatásait a nyitott állapot stabilitását meghatározó három sebességi állandóra: k-1 
(O1 → C1), k1 (O1 → O2) és k2 (O2 → C2) (19. C ábra). 
A részletes kinetikai elemzés eredményei szerint a vizsgált perturbációk hatásai 
nagyon hasonlóak: mindkettő felére-harmadára csökkenti az O1 → O2 és az O1 → C1 
átmeneteknek megfelelő k1 és k-1 sebességi állandókat. Ezen eredmények a CFTR 
kapuzási ciklus szabadentalpia profiljának (21. ábra, kék szabadentalpia profil) tükrében 
egyszerűen értelmezhetőek az O1 állapot szelektív stabilizálásával (ΔΔGO1; 21. ábra, 
piros szabadentalpia profil), amely az O1 → O2 (ΔG
‡








21. ábra: A P-ATP és a H1348A mutáció CFTR kapuzási energetikájára gyakorolt hatásainak 
szemléltetése 
Felső grafikon: A korábbiakban bemutatott kapuzási lépéseken (19. C ábra) keresztülhaladó WT 
(kék vonal) és 1-es kötőhelyében perturbált (piros vonal) CFTR csatorna szabadentalpiaváltozás-profiljainak 
összehasonlítása. (Az ábra nem méretarányos.) Az O1 alapállapotnak – a C1 és az O2 alapállapotokhoz 
viszonyított – szelektív stabilizálása (δΔGO1) az O1 állapotból kivezető mindkét energiagát magasságának 
(ΔG‡-1 és ΔG‡1) megnövekedését vonja maga után (piros vs. kék függőleges kettős nyilak), ami a k-1 és k1 
sebességi állandók egyidejű csökkenéséhez vezet. Alsó sematikus ábra: a kapuzási konformációváltozások 
szemléltetése; az 1-es kötőhely perturbációját piros csillag jelöli. 
21. ábra) átmeneti állapotokhoz tartozó energiagátak növekedését vonja maga után  
(21. ábra, piros vs. kék nyilak). 
A H1348A mutánsban a nyitási sebesség kétszeresére gyorsulása (13. D ábra, zöld 
oszlop vs. 12. G ábra, kék oszlop) megfelel a C1 → O1 átmenethez tartozó energiagát 
csökkenésének. A P-ATP feniletil csoportja kisebb mértékben, de szintén fokozza a 
nyitási sebességi állandót (12. G ábra, piros vs. kék oszlopok), azonban ez a hatás csak 
korlátozottan értelmezhető, tekintettel arra, hogy azt a 2-es kötőhelyben kötött nukleotid 
okozza [206]. 
Az eddigi eredmények szerint az 1-es kötőhely körül az NBD-k nem válnak szét 
a csatorna záródásakor [206, 207], ezért a degenerált kötőhelyet egyszerű, merev 
szerkezetként képzelték el, amely nem vesz részt az aszimmetrikus ABC-C fehérjék 




szemléletet. Ha az 1-es kötőhely rigid szerkezetként viselkedne, azaz az 1-es kötőhely 
körüli konformáció a csatorna kapuzása során nem változna, akkor az itt elhelyezett 
perturbációk környezete a kapuzási ciklus során állandó maradna. Azaz, a perturbált 
csoportok másodlagos kötési energiáinak összessége nem változna az O1 → O2 és az  
O1 → C1 átmeneti állapotok, illetve a stabil O1 állapot között, így e perturbációk nem 
befolyásolnák ezen termodinamikai barrierek magasságait. Azonban kísérletes 
eredményeink e termodinamikai barrierek (ΔG‡1 és ΔG
‡
-1; 20. ábra) változását igazolják 
mindkét 1-es kötőhely perturbációnk esetén, ami a perturbált csoportok lokális 
környezetében a kapuzási ciklus során bekövetkező molekuláris átrendeződést feltételez. 
Az 1-es kötőhely C1 ⇌ O1 lépés során történő átrendeződése, a kötőhely jelentős 
mozgását valószínűsíti a nyitási lépés során – még akkor is, ha a kötőhely maga nem válik 
szét a zárt állapotban. Az 1-es kötőhely O1 → O2 lépés során történő átrendeződése pedig 
érthetővé teszi, hogy e kötőhely perturbációi – allosztérikus módon – lassítani képesek az 
ATP hidrolízisét a 2-es kötőhelyben. 
Egy további 1-es kötőhely perturbációról, a 464-es pozíció konzervált Walker A 
lizin-oldalláncának eltávolításáról (K464A) is ismert, hogy befolyásolja a fenti két 
sebességi állandót, bár ezen hatások iránya némileg eltérő: a k1 sebességi állandót a 
K464A mutáció negyedére csökkenti [159], míg K1250A modellben a nem-hidrolitikus 
záródás sebességi állandót (k-1) tízszeresére növeli [159]. A K464A perturbáció és az itt 
vizsgált két perturbáció tehát másként torzítják a szabadentalpia profilt, a konklúzió 
azonban azonos: mozgás az 1-es kötőhelyben az O1 → C1 és az O1 → O2 
konformációváltozások során. 
Bár az 1-es kötőhely szemközti felszínein létrehozott két perturbáció, az NBD1 
K464A és az NBD2 H1348A mutációja, ellentétes irányban befolyásolják az O1 állapot 
stabilitását a C1 állapothoz képest. E hatásaikat a reverzibilis C1 ⇌ O1 átmenet mindkét 
sebességi állandójának – a nyitási (kC1O1) és a nem-hidrolitikus záródási (k-1) sebességi 
állandónak – együttes megváltoztatásával érik el: a K464A mutáció esetén a kC1O1 
csökken és a k-1 nő [159], a H1348A mutáció esetén a kC1O1 nő és a k-1 csökken (13. D 
és 14. B és E ábrák). (A P-ATP-vel végzett kísérleteinkben mért nyitási sebességi állandó 
nem tekinthető az 1-es kötőhely perturbációja szempontjából értékelhetőnek, mert azt a 
2-es kötőhelyen között ligand befolyásolja [206, 221, 227].) A perturbációk ilyen 




jellemzője. Vagyis, míg a 2-es kompozit kötőhely, ATP jelenlétében [197] és annak 
hiányában (20. b ábra) is, már az átmeneti állapotban eléri a nyitott állapotára jellemző 
lokális térszerkezetét, addig az 1-es kötőhely lokális konformációváltozása csak később 
fejeződik be, és ténylegesen csak a pórus megnyílásakor éri el végső, nyitott állapotra 
jellemző lokális konformációját. 
Az ezidáig rendelkezesre álló egyetlen aszimmetrikus ABC transzporter 
kristályszerkezetben, a TM287/288 szerkezetében [87], a TMD-k a befelé nyitott 
konformációban állnak, amely feltételezhetően a CFTR zárt pórusának felel meg. Az 
NBD-k eközben részlegesen szétvált konformációban vannak (22. ábra): a 2-es kötőhely 
disszociált és nem tartalmaz nukleotidot (22. ábra; felső kompozit kötőhely), míg a 
degenerált 1-es kötőhely (22. ábra; alsó kompozit kötőhely) egy AMP-PNP molekulát 
tartalmaz, és két oldala között jóval kissebb a távolság. Ez utóbbi kötőhely D-hurkában 
található 521-es aszparagin (22. ábra; rózsaszín, térkitöltött) és a konzervált 368-as 
Walker A treonin (22. ábra; piros, térkitöltött) alfa szénatomjai között mindössze 5.7 Å 
a távolság, és az aszparagin kapcsolatban áll a kötött AMP-PNP -foszfátjával. A CFTR-
ben az analóg pozícióknak megfelelő aminosavak (T460 - H1375) között az energetikai 
kapcsoltság nem változik a kapuzási ciklus során, amit a két oldallánc között 
folyamatosan fennálló kapcsolatként értelmeztek [207]. Azonban, szorosan dimerizált 
ABC fehérje szerkezetekben [56, 69] az 1-es kötőhely két oldala között a Walker A és a 
signature motívum közötti távolságok ~3 Å-mel kisebbek, mint ami a TM287/288 
szerkezetben [87] mérhető. Ez – jelen eredményeinkkel összhangban – az 1-es kötőhely 
két oldala közötti részleges szeparációra utal. 
Eredményeink szerint a CFTR kapuzási ciklusa során nemcsak a kanonikus 2-es, 
hanem az 1-es kompozit ATP-kötőhelyben is szignifikáns konformációváltozás megy 
végbe, azonban e mozgások pontos mértékének és irányának feltárása további szerkezeti 





22. ábra: A TM287/288 aszimmetrikus bakteriális ABC transzporter kristályszerkezetében a 
degenerált ATP-kötőhely két oldala részlegesen disszociált 
A degenerált kötőhelyben AMP-PNP-t (sárga pálcikamodell) kötő TM287/288 (Protein Data Bank 
azonosítószám: 3QF4) NBD dimerének kristályszerkezete. A konzervált Walker A treoninok (T368 a TM287-
ben és T390 a TM288-ban; pirosak) és a D-hurkokban ezekkel szemközt elhelyezkedő analóg aminosavak 
(S499 a TM287-ben és N521 a TM288-ban; lilák) térkitöltő ábrázolással kiemelve. A kanonikus (felső) ATP-
kötőhely nem tartalmaz kötött nukleotidott és nyitva van, míg a degenerált (alsó) kötőhely AMP-PNP-t köt, 
és a Walker A és a D-hurok közötti kapcsolat részlegesen megtartott. A NBD-k színkódolása az eddig 
haszáltaknak megfelelő: zöld, TM287 NBD-je; kék, TM288 NBD-je. 
5.3 A kompozit kötőhelyek szerepe a CFTR kapuzásában 
Doktori munkámban bizonyítottuk, hogy az NBD dimer nem csak ATP 
jelenlétében [190], hanem annak teljes hiányában (20. b ábra) is kialakul, bár az ilyen 
"üres" dimer stabilitása jelentős mértékben elmarad a két kötött ATP molekulát magába 
záróétól (20. c ábra, szürke vs. narancssárga szabadentalpia profil): b (ATP) = 9323 ± 515 
ms (n = 49) [190] vs. b (ø ATP) = 60 ± 9 ms (n = 6) (8. d ábra). Ez alapján nincs okunk 
feltételezni, hogy nem alakulhat ki olyan NBD dimer is, amelyben csak az egyik kötőhely 
zár magába ATP-t, míg a másik üresen marad. Ezen felvetés egyszerű magyarázatot kínál 
a szakirodalomban leírt néhány további eredmény értelmezésére is. 
WT CFTR csatornák a makroszkópos áram ATP elvonást követő lecsengésének 




( = 0.34 ± 0.03 s (n = 20)) veszítik el a 2-es kötőhelybe zárt nukleotidot, míg az 1-es 
kötőhelyben ez nagyságrendekkel lassabban, átlagosan 51 ± 5 s (n = 19) alatt [206] megy 
végbe. Bár kísérletes adatok utalnak arra, hogy a zárt csatornák ennél valamivel 
gyorsabban (~30 s alatt [181]) veszítik el a degenerált kötőhelybe zárt nukleotidot, az 
ATP elvonását közvetlenül követő időszakban a zárt csatornák egy része még ATP-t 
tartalmaz az 1-es kötőhelyben. Nagyszámú WT CFTR csatornát tartalmazó 
membránfoltban az ATP elvonását követő kb. fél percben még láthatók olyan új nyitások, 
amelyek élettartama összevethető az átlagos hidrolitikus burst-hosszal (2-300 ms, nem 
mutatott eredmény), és amelyek jól elkülönülnek a később észlelhető, ezeknél lényegesen 
rövidebb (60 ± 9 ms (n = 6) (8. d ábra)) spontán nyitásoktól (8. a ábra). Ezekről a 
pórusnyitásokról feltételezhető, hogy olyan NBD dimerek kialakulása okozza, 
amelyekben csupán a degenerált kötőhely tartalmaz ATP-t. 
A harmadik leggyakoribb CF-t okozó G551D CFTR mutáció olyan csatornákat 
eredményez, amelyek csak a spontán mechanizmus révén képesek kapuzni [210], mert a 
2-es nukleotid-kötőhelyben az NBD2 Walker motívumaihoz kötött ATP γ foszfátja és a 
mutáció következtében az NBD1 signature szekvenciájában megjelenő aszpartát 
oldallánc negatív töltése között fellépő elektrosztatikus taszítás gátolja a dimer 
kialakulását és a csatorna megnyílását. Ezért ez a csatorna még mM-os ATP koncentráció 
mellett sem mutat lényegesen nagyobb kapuzási aktivitást, mint nukleotidok teljes 
hiányában [210, 214, 228]. Azonban létezik egy olyan alacsony ATP koncentráció 
tartomány (10-20 M), amelyben a G551D csatornák aktivitása fokozódik. Ezt az elsőre 
paradoxnak tűnő megfigyelést a CFTR két nukleotid-kötőhelyének eltérő ATP affinitása 
magyarázhatja. Az 1-es kötőhely affinitása nagyobb [82], ezért az ATP koncentráció 
csökkentésével párhuzamosan nő az ATP-t csak az 1-es kötőhelyen tartalmazó csatornák 
aránya [214], amelyek esetében a dimerizáció lehetősége fokozott. (Hasonló hatás érhető 
el a 2-es kötőhely nukleotid affinitásának csökkentésével is, pl. az Y1219G mutáció 
segítségével.) Az ennél alacsonyabb ATP koncentrációknál azonban a G551D mutáns 
aktivitása újra csökken [214], jelezve, hogy az 1-es kötőhely kiüresedése után kialakuló 
spontán dimerek stabilitása kisebb a csak az 1-es kötőhelyen ATP-t tartalmazó 
dimerekénél. 
Az irodalomból ismert, hogy a nem-hidrolitikus K1250A CFTR csatornában az 




57 ± 2 µM [158]). Míg telítési, 10 mM-os, ATP koncentráció mellett e mutáns nyitott 
állapota igen stabil (b ~20 s (14. A és C ábra)), addig alacsony, 10 µM-os, ATP 
koncentráció mellett az átlagos burst-hossz 100 ms-os nagyságrendbe esik [229], azaz 
közel megegyezik a WT csatornák átlagos nyitvatartási idejével. A fenotípusra 
magyarázattal szolgálhat, hogy a két NBD közötti affinitáskülönbség növekedésével ezen 
csatornáknak alacsony ATP koncentráció mellett csak az 1-es kötőhelye foglalt, míg a 
mutáció következtében csökkent affinitású 2-es kötőhely üres marad. Ezt az értelmezést 
erősíti, hogy a szintén hidrolitikusan inaktív E1371S CFTR, amelynek ATP iránti 
affinitása érintetlen, 10 µM ATP jelenlétében is többnyire hasonlóan hosszú burst-ökre 
nyílik meg, mint telítési ATP koncentráció mellett (b ~24 s (14. D és F ábra)) [174]. 
A szintén csökkent ATP affinitással rendelkező (Kd = 391 ± 118 µM) [158], nem-
hidrolizáló mutáns D1370N CFTR 2 mM ATP jelenlétében vizsgált burst-hossz eloszlása 
két komponensű exponenciálissal szignifikánsan jobban illeszthető, ami két eltérő átlagos 
élettartamú nyitott (burst) állapot létezését tükrözi: a burst-ök túlnyomó többségének 
átlagos élettartama 2 s körüli, de emellett tisztán feloldható egy ~200 ms-os élettartamú 
burst populáció is [159]. A kétféle nyitott állapot mögött két eltérő konformáció 
feltételezhető. A hosszú komponens minden bizonnyal megfelel a mindkét nukleotid-
kötőhelyben ATP-t kötő NBD dimerrel megnyíló csatornáknak, míg a rövidebb 
élettartamú komponens valószínűleg a csak az egyik kötőhelyben ATP-t kötő NBD 
dimerrel megnyíló csatornákat tükrözi. 
WT CFTR esetében is leírták bizonyos kísérleti körülmények között az átlagos 
burst-hossz ATP koncentráció-függését: e tanulmányokban a burst-hossz minimális 
értéke közel azonos az előzőekben ismertetett, csak egy nukleotidot kötő, NBD dimerek 
élettartamával, és az ATP koncentráció emelésével mérsékelten megnyúlik [229]. 
A fenti öt példa egyaránt magyarázható azzal, hogy a nyitások mögött olyan NBD 
dimer is állhat, amelyben csak a 1-es, degenerált kötőhely köt ATP-t. Az előzőekben 
ismertetett példák logikája alapján azonban feltételezhetjük olyan NBD dimer létezést is, 
amely csak a katalitikusan aktív 2-es kötőhelyben tartalmaz ATP-t. Ilyen dimerizációs 
mechanizmus létezését valószínűsíti az alábbi két példa. 
ATP jelenlétében, az annak elhasítására képtelen E1371S CFTR NBD-i igen 
stabil dimert alkotnak, amely nyitvarekeszti a csatornát (14. D és F ábra). Ennek a 




1-es kötőhelyben kötött nukleotid purin bázisát stabilizáló, W401 aminosav mutációja: a 
dupla mutáns (W401G/E1371S) CFTR csatorna nyitott állapotának stabilitása csak közel 
fele az E1371S csatornáénak [227]. Ligand kicserélési kísérletekből tudjuk, hogy a 
W401G mutáns gyorsabban veszíti el az 1-es kötőhelyben kötött nukleotidot, mint a WT 
csatorna [181, 206]. A csatorna látszólagos ATP iránti affinitását azonban e mutáció nem 
befolyásolja, mert a W401G nyitási sebességének ATP koncentráció függése a WT-éval 
megegyező marad [227]. Miután a 2-es kötőhelyben található, a W401-es aminosavval 
analóg helyzetű és funkciójú, Y1219 aminosav mutációja jelentős mértékben jobbra tolja 
a csatorna nyitási sebességének ATP koncentráció függését [227], feltételezhetjük, hogy 
a W401G mutáció is "jobbra tolja" az 1-es kötőhely ATP affinitását. Tehát, vagy olyan 
magas a WT csatornák 1-es kötőhelyének ATP affinitása, hogy még a W401G 
csatornában is magasabb marad a 2-es kötőhelyénél, vagy pedig az 1-es ATP-kötőhely 
telítettsége nem játszik kulcsfontosságú szerepet a nyitási sebesség meghatározásában. 
Az utóbbi értelmezést valószínűsíti, hogy csak a 2-es kötőhelyben végbemenő ATP  
P-ATP csere befolyásolja a CFTR maximális nyitási sebességét [206]. Ha a fentiek, és a 
csak egy kötött ATP jelenlétében is kialakuló NBD dimer lehetőségének fényében 
próbáljuk értelmezni a W401F mutáns átlagos burst-hosszának mérsékelt ATP 
koncentráció függését [182], akkor valószínűsíthetjük, hogy az 1-es kötőhely mutáció 
révén csökkent ATP affinitása következtében alacsony ATP koncentrációk mellett már 
nem csak elvétve, hanem kimutatható – a burst időtartamok átlagát is befolyásoló – 
arányban jönnek létre olyan instabilabb dimerek, amelyekben a 2-es kötőhelybe zárt ATP 
mellett az 1-es kötőhely üres. 
A G1349 aminosav az 1-es ATP-kötőhelyet alkotó NBD2 signature 
szekvenciájában található. Homológ a fent ismertetett, NBD1-ben található 551-es 
glicinnel, és aszpartát mutációja szintén CF-hez vezet, bár enyhébb lefolyással [210]. A 
kapuzás sérülésének molekuláris háttere analógiát mutat a G551D mutációnál már 
korábban tárgyaltakkal, azzal a különbséggel, hogy ebben az esetben az 1-es kötőhelyben 
kötött ATP γ foszfátja és a 1349-es pozícióban megjelenő aszpartát közötti 
elektrosztatikus taszítás miatt csökken a nyitvatartási valószínűség. A két mutáció 
súlyosságának összehasonlítása valószínűsíti, hogy a kapuzás szempontjából a két 
kötőhely közül a 2-es a fontosabb, mert annak mutáció okozta funkciókiesését az 1-es 




megtartott ATP-függő kapuzással rendelkezik, bár maximális nyitvatartási valószínűsége 
csak tizede a WT csatornáénak. Ugyanakkor, alacsony ATP koncentrációk mellett ez az 
arány lényegesen nagyobb, vagyis az ATP koncentráció csökkentése esetén a mutáció 
gátló hatása kevésbé érvényesül. A G1349D burst-jeinek átlagos időtartama hasonló, mint 
a hidrolitikusan aktív, vagy a csak egy ATP-t tartalmazó NBD dimerrel megnyíló, WT 
CFTR csatorna burst-hosszai, és ATP iránti látszólagos affinitása is jó közelítéssel 
megegyezik a WT csatornákéval, bár relatív árama alcsonyabb ATP koncentrációk 
mellett kevésbé meredeken csökken [210]. Ezek alapján feltételezhető, hogy a 2-es 
kötőhely ATP affinitása nem sérült, azonban a nagyobb affinitású [82] 1-es kötőhelyben 
kötött ATP akadályozza a csatorna megnyílását. Ez a gátló hatás csak akkor szűnik meg, 
ha az 1-es kötőhelyről ledisszociál az abban kötött ATP, és így az üresen marad, ennek 
esélye pedig az ATP koncentráció csökkenésével nő. Valószínűsíthető tehát, hogy az 
alacsony ATP koncentrációk mellett megnyíló G1349D csatornák NBD dimere többnyire 
csak a 2-es kötőhelyben tartalmaz ATP-t. 
A fenti példák jól szemléltetik, hogy a hidrolízisre képtelen, két ATP-t magába 
záró NBD dimer termodinamikai stabilitásával (b > 20 s) szemben, a nukleotid hiánya 
bármelyik kötőhelyből jelentős mértékben csökkenti az NBD dimer stabilitását (b < 0.5 
s), és e hatás különösen szembetűnő a két üres kötőhelyet tartalmazó "spontán" NBD 
dimer esetén  (b ~ 60 ms, v.ö., (8. d ábra)). Azaz mindkét ATP egyaránt szerepet kell 
hogy játszon a dimer stabilitásának meghatározásában. Ezzel látszólag ellentmondónak 
tűnhet, hogy míg a 2-es kötőhelyben kötött nukleotid purin bázisát stabilizáló 1219-es 
tirozin glicin mutációja nem befolyásolja, addig az 1-es kötőhely ezzel analóg W401G 
mutációja jelentősen csökkenti, a hidrolízisre képtelen (E1371S) dimer stabilitását [227], 
és hasonló mértékben befolyásolja azt számos egyéb 1-es kötőhely perturbáció is, pl. a 
K464A mutáció [159], a RI deléciója (16. E ábra) és a H1348A mutáció (16. B ábra). A 
két kötőhely perturbációinak a nem-hidrolitikus nyitott állapot élettartamára kifejtett 
különböző hatásai mögött a két kötőhely mozgásainak időbeli aszimmetriája állhat. Míg 
a 2-es kötőhely a nyitási átmeneti állapotban (T‡) már elérte a nyitott állapotra jellemző 
konformációját [190, 197], azaz az itt kötött ATP molekuláris ragasztó hatása már a T‡ 
állapotban teljesen érvényesül, addig az 1-es kötőhely a T‡ állapotban még mozgásban 
van, és az itt kötött ATP teljes stabilizáló hatása csak a nyitott (O1) állapotban alakul ki 




perturbációi ezért hasonló mértékben hatnak a T‡ és O1 állapotok szabadentalpiájára, 
összességében nem befolyásolva az O1C1 lépés energiagátjának magasságát (21. ábra; 
ΔG‡-1). Ezzel szemben, az 1-es kötőhely perturbációi nagyobb mértékben torzítják 
(növelik vagy csökkentik) az O1 állapot szabadentalpiáját, mint a T
‡ állapotét, így az 
O1C1 energiagát magasságára is hatnak. 
Ugyanezen gondolatmenet egyben megmagyarázza a nyitási sebesség 
fokozottabb érzékenységét a 2-es kötőhely perturbációival szemben: az O1 állapot 
szabadentalpiájának perturbáció okozta δΔGO1 mértékű változásának következtében a 
nyitási energia barrier (GT-C1) hasonló mértékben változik, ha a perturbáció a 2-es, de 
csak kisebb mértékben, ha a perturbáció az 1-es kötőhelyben található (v.ö., 21. ábra). 
Ennek alapján érthető, hogy a 2-es kötőhely szemközti felszínein elhelyezkedő T1246 és 
R555 aminosavak mutációi drámaian csökkentik a nyitási sebességet [190, 197] 
(11. f ábra), míg az 1-es kötőhely homológ pozícióinak (T460, L1353) mutációi jóval 
szerényebb hatással vannak arra [207]. Hasonlóképpen, a 2-es kötőhelyben kötött ATP-
nek P-ATP-re történő cseréje jelentős mértékben gyorsítja a maximális nyitási sebességet, 
míg ugyanez a csere az 1-es kötőhelyben nem befolyásolja azt [206]. Végezetül, 
minthogy a csatorna megnyílását a 2-es kötőhelyhez kötődő nukleotid jóval nagyobb 
mértékben gyorsítja, ezért a nyitási sebesség ATP koncentráció-függése elsősorban az 
egyébként is kisebb affinitású 2-es kötőhely nukleotid-telítettségének ATP-függését 
tükrözi. Ebből adódik, hogy a 2-es kötőhely mutációi általában markánsabban tolják el a 
csatorna látszólagos ATP affinitását (pl. Y1219G [227] vagy K1250A [158] mutációk), 





6.1 A spontán pórusnyitások mechanizmusának vizsgálata 
 Igazoltuk, hogy a spontán megnyílások – csakúgy, mint az ATP jelenlétében 
bekövetkezők – az NBD-k 2-es ATP-kötőhely körüli szoros dimerizációjához 
kapcsoltak. A 2-es kötőhely körül a dimer már az átmeneti állapotban kialakul. 
 A BG mutációk által érintett P355 és K978 aminosav oldalláncok molekuláris 
környezetükben változást észlelnek, bármelyik irányból is érjék el a spontán 
átmeneti állapotot, vagyis azok az átmeneti állapotban még mozgásban vannak. 
Ennek alapján feltételezhető, hogy – az ATP-t kötött csatorna kapuzásához 
hasonlóan – a spontán megnyílások esetében is a rövid élettartamú, magas 
szabadentalpiájú átmeneti állapotban a pórus még zárva van. 
 A WT csatorna spontán kapuzásának termodinamikai profilját egy ATP-t 
kötött hidrolízis-képtelen mutánséval összehasonlítva megállapítható, hogy az 
ATP kötés mind az átmeneti, mind a nyitott állapotot stabilizálja, de utóbbit 
nagyobb mértékben. Ez a csatorna átmeneti állapotából nyitott állapotába 
billenése közben az NBD dimerizációs felszínek további molekuláris 
átrendeződését valószínűsíti. Az egyik lehetséges magyarázat, hogy az 
átmeneti állapotban az 1-es kötőhely még nem érte el nyitott állapotára 
jellemző konformációját. 
6.2 A degenerált ATP-kötőhely kapuzáshoz kapcsolt konformációváltozásainak 
vizsgálata 
 CFTR hidrolitikus és nem-hidrolitikus záródása kapcsán energetikai 
kapcsoltságot igazoltunk a P-ATP feniletil csoportja és az 1-es kötőhely két 
oldalán kiválasztott pozíciók (H1348 és RI) között, ezzel további független 
bizonyítékot szolgáltattunk arra, hogy a burst-ök hosszára az 1-es kötőhelyen 
kötött nukleotid szerkezete van hatással. 
 A H1348A mutáció és az ATP/P-ATP csere csökkentik a k1 (O1 → O2) és k-1 




energiagátak magasságát, ami molekuláris átrendeződést feltételez az érintett 
csoportok lokális környezetében mind a megnyílás, mind a hidrolízis során. 
 Bár az 1-es kötőhely két szemközti felszínén elhelyezkedő H1348A és K464A 
mutációk eltérő módon torzítják a kapuzási szabadentalpia profilt, mindkét 
perturbáció egyaránt befolyással van a kC1→O1 és a k-1 sebességi állandókra. Ez 
egyrészt tovább erősíti azt a következtetést, hogy a csatorna megnyílásakor az 
1-es ATP-kötőhelyben lokális konformációváltozás zajlik, valamint arra is 
utal, hogy ez a lokális konformációváltozás az átmeneti állapotban még nem 
fejeződött be. Tehát az 1-es kötőhely csak a pórus megnyílásakor éri el végső, 





A cisztás fibrózis (CF) hátterében a CFTR ioncsatorna funkcióvesztéssel járó mutációi 
állnak. A CFTR csatorna pórusát a nukleotidkötő doménjeinek (nucleotide binding domain, 
NBD) ATP-függő dimerizációja nyitja meg, majd az egyik kötött ATP hidrolízisét követően e 
dimer szétesése zárja be. A dimerizációs felszínek alkotta két nukleotid-kötőhely funkcionálisan 
különböznek. A kapuzási ciklus során a kanonikus, katalitikusan aktív 2-es kötőhely dimerizált 
prehidrolitikus (O1), dimerizált poszthidrolitikus (O2) és disszociált (C) állapotain a 
C→O1→O2→C sorrendben halad keresztül. Ezzel ellentétben, a katalitikusan inaktív 1-es 
kötőhely több kapuzási cikluson keresztül kötve tartja az ATP-t, és csak részlegesen nyílik fel. 
A vad típusú (WT) CFTR csatorna ATP hiányában bekövetkező spontán megnyílásai 
ritkák, de bizonyos CF mutánsoknak ez a kizárólagos kapuzási mechanizmusa, amely 
ivacaftorral, az egyetlen klinikailag is igazolt CFTR potenciátorral, fokozható. A spontán kapuzás 
molekuláris mechanizmusa még nem tisztázott. Munkánkban vizsgáltuk a dimer érintkezési 
felület két oldalán található aminosav oldalláncok energetikai kapcsoltságának változásait a 
spontán kapuzás során. Igazoltuk, hogy a spontán pórus nyitások ATP hiányában is szorosan 
kapcsoltak az NBD-k dimerizációjához. Az összehangolt NBD/pórus mozgás a CFTR csatorna 
egyedi tulajdonsága: az ATP nem a zárt és a nyitott konformációk szerkezetét befolyásolja, csak 
stabilizálja a nyitott állapotot. Az NBD dimerbe bezárt két ATP molekula erősebben stabilizálja 
a nyitott, mint az átmeneti állapotot. Míg a 2-es kötőhelyben már az átmeneti állapot eléréséig 
lezajlik a konformációváltozás, addig valószínű, hogy az 1-es kötőhelyben kötött ATP 
molekuláris környezete csak a nyitott állapot elérésekor éri el az arra jellemző lokális szerkezetét. 
Az 1-es kötőhely perturbációk kapuzásra gyakorolt hatásainak vizsgálata alapján a P-ATP és a 
H1348A mutáció szelektíven stabilizálják a CFTR prehidrolitikus nyitott (O1) állapotát: ennek 
következménye a WT csatornák O1→O2 lépésének, illetve a K1250A és E1371S csatornák nem-
hidrolitikus záródási sebességének (O1→C átmenet) lassulása. A különböző 1-es kötőhely 
perturbációknak az O1→C és az O1→O2 átmenetekre gyakorolt hatásai lokális szerkezeti 
változásokat igazolnak mind a csatorna megnyílásakor, mind a 2-es kötőhelyben kötött ATP 
hidrolízise közben. 
Tehát a CFTR pórusának megnyílása, még ATP hiányában is, az NBD-k 2-es ATP-
kötőhely körüli szoros dimerizációjához kapcsolt. Míg a dimerizációs felszínek a 2-es kötőhely 
körül már az átmeneti állapotban záródnak, addig a degenerált kötőhely mozgása valamivel 
később megy végbe, ezért az 1-es kötőhely dimert stabilizáló hatása csak a nyitott állapotban 





In CFTR, the chloride channel mutated in cystic fibrosis (CF) patients, ATP-binding-
induced dimerization of two cytosolic nucleotide binding domains (NBDs) opens the pore, and 
dimer disruption following ATP hydrolysis closes it. In CFTR the two interfacial binding sites 
are functionally different. During gating, the canonical, catalytically active nucleotide-binding 
site (site 2) cycles between dimerized prehydrolytic (state O1), dimerized post-hydrolytic (state 
O2), and dissociated (state C) forms in a preferential C→O1→O2→C sequence. In contrast, the 
catalytically inactive nucleotide-binding site (site 1) is believed to remain associated, ATP-bound, 
for several gating cycles. 
Spontaneous openings without ATP are rare in wild-type (WT) CFTR, but in certain CF 
mutants constitute the only gating mechanism, stimulated by ivacaftor, a clinically approved 
CFTR potentiator. The molecular motions underlying spontaneous gating are unclear. We 
correlated energetic coupling between residues across the dimer interface with spontaneous pore 
opening/closure in single CFTR channels. We showed that spontaneous openings are also strictly 
coupled to NBD dimerization, which may therefore occur even without ATP. Coordinated 
NBD/pore movements are therefore intrinsic to CFTR: ATP alters the stability, but not the 
fundamental structural architecture, of open- and closed-pore conformations. The two ATP 
molecules bound at interfacial binding sites stabilize the open conformation more than the 
transition state. Because there is no further conformational rearrangement in site 2 when the 
channel relaxes from the transition state towards the stable open state, it seems likely that it is the 
ATP bound in site 1 that experiences some conformational rearrangement during this step. We 
have examined the possibility of conformational changes in site 1 during ATP-dependent gating, 
by studying gating effects of perturbations in site 1. We found that P-ATP and the H1348A 
mutation prolong WT CFTR burst durations by selectively slowing transition O1→O2, and 
decrease the nonhydrolytic closing rate (transition O1→C) of CFTR mutants K1250A and 
E1371S. The marked effects of different site-1 structural perturbation on both steps O1→C and 
O1→O2 suggest that the global conformational changes that CFTR undergoes both upon opening, 
and coincident with ATP hydrolysis at the active site 2, include significant structural 
rearrangements at site 1. 
Our results show that opening of the CFTR pore is coupled to the formation of an NBD 
dimer, even in the absence of ATP. We propose that the dimer interface tightens around site 2 
already in the transition state, while movements at the degenerate site are somewhat delayed 
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